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1. Einleitung 
1. Einleitung 
 
Bei der Besiedlung und Infektion des Wirts durch pathogene Bakterien stellt die 
Adhäsion an Wirtszellen den ersten wichtigen Schritt dar. Sie ist notwendig, um 
der schnellen Eliminierung durch wirtseigene Mechanismen wie beispielsweise 
peristaltische und ziliäre Bewegungen sowie Sekretbildung zu entgehen. Als 
Adhäsine werden sowohl filamentöse Oberflächenstrukturen wie Pili und Fimbrien 
als auch afimbriliäre Oberflächenstrukturen bezeichnet. Sie sind in der Lage, 
direkt an Zellmoleküle wie Membranrezeptoren oder Strukturen der extra- 
zellulären Matrix zu binden. Eine Vielzahl von Adhäsinen kann zudem die 
Internalisation der Bakterien auslösen. In diesem Fall werden verschiedene 
Signaltransduktionswege in der Zelle aktiviert, die zu einer Rearrangierung des 
Aktinzytoskeletts führen und die Bildung von pseudopodienähnlichen Ausläufern 
bzw. Membranfalten induzieren (siehe Abbildung 1.1) (Oelschlaeger, 2001; 
Cossart & Sansonetti, 2004). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 1.1: In Epithelzellen einwandernde Yersinien. Nach der Adhäsion werden die Bakterien 
von Pseudopodien der Epithelzellen umschlossen und aufgenommen. 
 
Vier adhäsive Faktoren wurden bisher für die enteropathogenen Bakterien 
Yersinia pseudotuberculosis und Yersinia enterocolitica beschrieben: Invasin, 
YadA, Ail und das pH6-Antigen (Isberg, 1996). Diese Adhäsionsmoleküle -
schwerpunktmäßig das YadA-Protein - und weitere Pathogenitätsdeterminanten 
der Gattung Yersinia, sowie ihre Rolle bei den von diesen Bakterien ausgehenden 
Krankheiten, werden in den folgenden Kapiteln beschrieben. 
 
 
 
 1
1. Einleitung 
1.1 Die Gattung Yersinia 
 
Die Gattung Yersinia ist nach ihrem Entdecker, dem Bakteriologen Alexandre 
Yersin, benannt. Er isolierte 1894 aus den Beulen von Pestleichen den Erreger 
der Pest, das Bakterium Yersinia pestis. Neben Y. pestis besteht die Gattung aus 
zehn weiteren Spezies. Von diesen sind sieben apathogen, Yersinia ruckeri fisch-
pathogen und die beiden Spezies Y. pseudotuberculosis und Y. enterocolitica 
human- und tierpathogen (Wren, 2003). Yersinien sind weltweit verbreitet, 
kommen aber nahezu ausschließlich in den gemäßigten und subtropischen 
Gebieten Europas, Nord-, Zentral- und Ostasiens, Australiens, Südafrikas, Nord- 
und Südamerikas vor. Phylogenetisch werden sie der Familie der Entero-
bacteriaceae aus der γ-Gruppe der Proteobakterien zugeordnet. Sie sind 
gramnegativ, stäbchenförmig, bei moderaten Temperaturen begeißelt und 
psychrotolerant, wobei ihr Wachstumsoptimum zwischen 20 und 30°C liegt. Die 
Sequenzierung der Genome von Y. pestis und Y. pseudotuberculosis zeigte eine 
Homologie von annähernd 97 %. Demnach ist Y. pestis vor 1500 bis 20000 
Jahren aus Y. pseudotuberculosis in einem Prozess, bestehend aus der 
Inaktivierung und dem Erwerb von Genen durch lateralen Transfer 
hervorgegangen (Achtman et al., 1999, 2004; Wren, 2003). Y. enterocolitica weist 
genetisch weniger als 75 % Sequenzähnlichkeit zu Y. pestis und  
Y. pseudotuberculosis auf und entstammt einer weiter entfernten evolutionären 
Linie (Parkhill & Thomson, 2003). Die drei humanpathogenen Spezies 
unterscheiden sich in ihrer Virulenz und in den von ihnen ausgelösten 
Krankheiten. Sie vermehren sich jedoch alle präferentiell in lymphatischem 
Gewebe und besitzen die Fähigkeit, sich der unspezifischen Immunabwehr des 
Wirtes zu entziehen (Straley et al., 1993; Naktin & Beavis, 1999; Grosdent et al., 
2002).  
 
1.2 Infektionsweg und Krankheitsbild enteropathogener Yersinien 
 
Die beiden enteropathogenen Arten Y. pseudotuberculosis und Y. enterocolitica 
werden in einer Vielzahl von Wild-, Heim- und Nutztieren (z. B. Nager, Hasen, 
Vögel, Schweine) gefunden und fäkal-oral durch verunreinigtes Wasser oder 
Nahrungsmittel auf den Menschen übertragen. Sie gelangen so in den terminalen 
Abschnitt des Ileums, der in dem Bereich des darmassoziierten lymphatischen 
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1. Einleitung 
Gewebes (v. a. den Peyerschen Plaques) keine Darmzotten aufweist, sondern 
aus follikelassoziiertem Epithel besteht (siehe Abbildung 1.2). Dieses wird von 
Saumzellen und vereinzelten membranösen Epithelzellen, den so genannten  
M-Zellen, gebildet, die zur Pinozytose und Transzytose von Proteinen, Partikeln 
und Mikroorganismen befähigt sind. Die M-Zellen werden von Pathogenen wie 
Yersinia, aber auch Shigella oder Salmonella, als Portal für die Invasion in die 
intestinale Mukosa ausgenutzt. Es erfolgt eine Translokation der Mikroorganismen 
von luminal nach basal, wo sich Makrophagen, polymorphkernige Neutrophile, 
dendritische Zellen und B-Zellen befinden, die die Mikroorganismen erkennen und 
eliminieren (Bockman & Cooper, 1973; Vazquez-Torres & Fang, 2000). Als 
Reaktion auf das Anheften und Eindringen enteropathogener Bakterien schütten 
Darmepithelzellen verschiedene proinflammatorische Zytokine wie Interleukin-8 
(IL-8) aus (Eckmann et al., 1995). Dieses stellt einen wichtigen Lockstoff für die 
polymorphkernigen Leukozyten (PMNs) dar, die dadurch in großen Mengen an 
den Infektionsherd rekrutiert werden. Auch die Immunreaktion unterstützenden 
Monocyten infiltrieren die Peyerschen Plaques.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 1.2: Schematische Darstellung des Infektionswegs von Y. pseudotuberculosis. In der 
linken Bildhälfte ist der Gastrointestinaltrakt in seiner Gesamtheit, rechts ein Ausschnitt aus dem 
terminalen Ileum dargestellt. Weitere Erläuterungen im Text. 
 
Yersinien allerdings unterdrücken und verhindern mittels der Expression und 
Sekretion antiphagozytärer Proteine die primäre Immunantwort und Phagozytose 
durch die angelockten Immunzellen. So können sie sich in den Peyerschen 
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Plaques extrazellulär vermehren (Hanski et al., 1989; Grützkau et al., 1990; 
Autenrieth & Firsching, 1996) und gelangen durch abfließende Lymphgefäße oder 
direkt vom Darm in mesenteriale Lymphknoten, Leber, Milz und Nieren sowie in 
wenigen Fällen in die Blutbahn (Holmstrom et al., 1995; Marra & Isberg, 1996, 
Barnes et al., 2006).  
In Abhängigkeit von Alter, Geschlecht und Verfassung der Patienten verursachen 
enteropathogene Yersinien eine Reihe unterschiedlicher Erkrankungen. Enterale 
Yersiniosen können sich in drei klinischen Formen manifestieren: 1) Enteritis,  
2) terminale Ileitis oder mesenteriale Lymphadenitis mit den Symptomen einer 
Pseudoappendizitis, 3) Septikämie mit Abszedierung in Milz und Leber 
(Bockemühl et al., 2002, 2004). Als Folgeerkrankung einer intestinalen Infektion 
mit Y. enterocolitica und Y. pseudotuberculosis treten bei 20 % der Infizierten 
extraintestinale, immunologisch bedingte Krankheitsbilder auf, die sich als 
Arthritis, Arthralgien, Myokarditis, Erythema nodosum und reaktive Arthritis 
äußern (Cover & Aber, 1989; Bottone, 1997). Ihr Auftreten ist deutlich mit dem 
des Histokompatibilitätsantigens HLA-B27 assoziiert. Die unkomplizierten 
intestinalen Infektionen mit Y. enterocolitica und Y. pseudotuberculosis bedürfen 
in der Regel keiner antibiotischen Behandlung.  
 
1.3 Adhäsine und Invasine  
 
Die Adhäsion an die eukaryotischen Zellen ist ein wichtiger Schritt bei der 
Etablierung einer Infektion. Sie dient nicht nur der Assoziation der Bakterien mit 
der Wirtszelle, sondern kann auch den phagozytotischen Aufnahmeprozess durch 
Wirtszellen einleiten. Verschiedene Bakterien haben molekulare Strategien 
entwickelt, um ihre Internalisation zu induzieren. Die Invasion kann entweder 
durch direktes oder indirektes Binden von Wirtszellrezeptoren oder durch die 
Translokation von bakteriellen Faktoren in das Wirtszytosol und die dadurch 
jeweils ausgelöste Rearrangierung des Aktinzytoskeletts ausgelöst werden 
(Pizarro-Cerda et al., 2006). Enteropathogene Yersinien verfolgen die 
erstgenannte Strategie, die auch als Reißverschluss- oder Zippermechanismus 
bezeichnet wird: Nach der Bindung des adhäsiven und invasiven Außen-
membranproteins Invasin an β1-Integrin-Rezeptoren der Wirtszelle werden, wie in 
Abbildung 1.3 schematisch dargestellt, die Bakterien von sich ausstülpenden 
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Pseudopodien nach und nach umschlossen und schließlich als bakterielles 
Phagosom internalisiert (Isberg et al., 1989, 2000; Swanson et al., 1995). Dabei 
stellen die M-Zellen eine Eintrittspforte für die Bakterien dar, da sie, im Gegensatz 
zu anderen Darmepithelzellen, β1-Integrin-Rezeptoren auf ihrer luminalen Seite 
exprimieren (Clark et al., 1998). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
C 
A B 
D 
 
Abb. 1.3: Schematische Darstellung der Aufnahme von Yersinien nach dem Zipper-
Mechanismus. (A, B) Das Außenmembranprotein Invasin interagiert mit den β1-Integrin-
Rezeptoren der Wirtszelle. (C, D) Die Pseudopodien umwandern das Bakterium, wobei weitere 
Rezeptoren rekrutiert werden, bis es zur völligen Umschließung und Aufnahme kommt (nach 
Oelschlaeger, 2001) 
 
Die bisher in Y. enterocolitica und Y. pseudotuberculosis identifizierten 
Adhäsions- und Invasionsmoleküle werden im Folgenden vorgestellt. 
 
1.3.1 Ail  
 
Das 17 kDa große Ail-Protein von Y. enterocolitica und Y. pseudotuberculosis ist 
ein integrales Außenmembranprotein, das Adhäsion und wenig effiziente Invasion 
in bestimmte Säugetierzelllinien vermittelt (Miller & Falkow, 1988; Scharf, 2004). 
Zusätzlich schützt es gegen den bakteriolytischen Effekt des Serums (Bliska & 
Falkow, 1992; Pierson & Falkow, 1993). Es ist chromosomal kodiert und wird bei 
37°C unter guten Nährstoffbedingungen in der stationären Wachstumsphase 
gebildet (Bliska & Falkow, 1992; Scharf, 2004). Zwar wird es in allen 
humanpathogenen Yersinia Spezies exprimiert, da aber ail-Mutanten einen nur 
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wenig veränderten Phänotyp zeigen, konnte die Bedeutung von Ail für die 
Virulenz bisher nicht geklärt werden (Miller et al., 1989; Wachtel & Miller, 1995; 
Isberg, 1996).  
 
1.3.2 pH6-Antigen 
 
Das pH6-Antigen aus Y. pseudotuberculosis bzw. sein Homolog Myf aus  
Y. enterocolitica besteht aus 16 kDa Pilus-ähnlichen PsaA-Untereinheiten. Es ist 
chromosomal kodiert und vermittelt sowohl Zelladhäsion als auch Hämag-
glutination. Darüber hinaus hat es gegenüber Makrophagen antiphagozytäre 
Eigenschaften. Es wird nur bei 37°C und niedrigem pH exprimiert, so dass eine 
Bedeutung der Fibrillen des pH6-Antigens für das Überleben im Phagolysosom 
angenommen wird (Yang et al., 1996; Yang & Isberg, 1997; Huang & Lindler, 
2004). Derzeit ist noch wenig über die genaue Funktion des pH6-Antigens 
während des Infektionsverlaufs bekannt, jedoch hat der Verlust von psaA in  
Y. pestis eine signifikante Attenuation der Virulenz im Mausmodell zur Folge und 
lässt so eine wichtige Rolle des pH6 Antigens vermuten (Cathelyn et al., 2006).  
 
1.3.3 Invasin 
 
Invasin ist der effizienteste Internalisierungsfaktor enteropathogener Yersinien 
(Isberg & Falkow, 1985). Dieses chromosomal kodierte, in Y. pseudotuberculosis 
103 kDa große Protein ist N-terminal in der bakteriellen Außenmembran 
verankert. Der C-Terminus bildet fünf exponierte β-Faltblatt Domänen (D1-D5) 
(siehe Abbildung 1.4, Hamburger et al., 1999), wobei die Domänen D4 und D5 
essentiell für die Adhäsion und Invasion in Wirtszellen sind und daher als 
Zelladhäsions- und Invasionsdomäne bezeichnet werden (Dersch & Isberg, 
1999). Sie vermitteln eine hochaffine Bindung an fünf verschiedene αβ1-Integrin-
Rezeptoren der Wirtszelle (Isberg & Leong, 1990). Durch die Analyse von Punkt-
mutationen innerhalb dieser Domänen konnten zwei für die Integrinbindung 
wichtige Aminosäuren identifiziert werden: Die Aspartate an den Positionen 911 
und 811, wobei vor allem das Asp911 essentiell für die Interaktion mit den 
Integrinen ist (Leong, et al., 1995; Saltman et al., 1996). Darüber hinaus ist die 
Domäne D2 von besonderer Bedeutung für die Invasivität des Invasin-Proteins. 
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Sie besitzt die Fähigkeit zur Selbstassoziation und kann daher die Bildung von 
Invasin-Multimeren in der Außenmembran induzieren. Dies resultiert in direkter 
Wechselwirkung mit den Rezeptoren der Wirtszelle in einem Clustering der 
Integrine. Wahrscheinlich werden dadurch Signaltransduktionswege verstärkt, die 
zur Umlagerung des Zytoskeletts führen und den Invasionsvorgang einleiten 
(Dersch & Isberg, 1999). Dem Invasin von Y. enterocolitica, das eine deutlich 
schwächere Aufnahme in die Zelle vermittelt, fehlt die Domäne D2 und somit die 
Fähigkeit Invasin-Multimere auszubilden (Young et al., 1990, Dersch & Isberg, 
2000).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 1.4: Kristallstruktur des Außenmembranproteins Invasin aus Y. pseudotuberculosis.  
Invasin besteht aus fünf Domänen, wobei der N-Terminus in der Außenmembran verankert ist. 
D1-D4 zeigen Immunglobulin-ähnliche Faltstrukturen. D5 bildet eine C-Typ-Lektin-ähnliche 
Domäne aus. D4 und D5 stellen die Adhäsions- und Invasionsdomäne des Proteins dar (Isberg et 
al., 2000). 
 
Die Expression des inv-Gens erfolgt streng umweltkontrolliert bei moderaten 
Temperaturen, niedriger Osmolarität, in der stationären Wachstumsphase und in 
nährstoffreichem Medium (Ellison et al., 2004; Isberg et al., 1988; Nagel et al., 
2001; Pepe et al., 1994). Sie wird durch den transkriptionellen Aktivator RovA 
induziert und durch das DNA-bindende Protein H-NS reprimiert (Nagel et al., 
2001; Heroven et al., 2004). RovA agiert als globaler Regulator und hat weitere 
wichtige Funktionen für die Virulenz enteropathogener Yersinien, z. B. in Form der 
Vermittlung von Resistenz gegen Hitze und oxidativen Stress (Nagel et al., 2003). 
Die letale Dosis (LD50) einer Y. enterocolitica rovA-Mutante ist im Tierversuch im 
Gegensatz zum Wildtyp um das 70fache erhöht (Dube et al., 2003; Nagel et al., 
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2001; Pepe & Miller, 1993; Revell & Miller, 2001) und auch in Y. pestis führt der 
Verlust des rovA-Gens, unabhängig vom Fehlen des inv-Gens, zu einer 
deutlichen Abschwächung der Virulenz (Cathelyn et al., 2006). Die Produktion des 
Invasins bei Bedingungen, die der Situation außerhalb des Wirtes entsprechen, 
lässt auf eine Rolle dieses Proteins zu einem frühen Zeitpunkt der Infektion 
schließen. Invasin gewährleistet vermutlich die frühzeitige Anheftung an und 
schnelle Invasion in M-Zellen (Dersch & Isberg, 2000).  
 
1.3.4 YadA 
 
1.3.4.1 Funktion 
 
Y. pseudotuberculosis und Y. enterocolitica exprimieren das auf dem Virulenz-
plasmid kodierte Außenmembranprotein YadA. YadA, früher auch Yop1 oder P1 
genannt, steht für „Yersinia adhesin A“ (Bolin et al., 1982; Bölin & Wolf-Watz, 
1984; Balligand et al., 1985). Als Hauptadhäsin enteropathogener Yersinien 
vermittelt es Adhärenz an Epithelzellen (Heesemann & Gruter, 1987), profes-
sionelle Phagozyten (Roggenkamp et al., 1996) und verschiedene Moleküle der 
extrazellulären Matrix, wie beispielsweise Kollagen, Laminin und Fibronektin 
(Emödy et al., 1989; Schulze-Koops et al., 1992, 1993; Tertti et al., 1992; Flügel 
et al., 1994). Darüber hinaus hat YadA weitere vielfältige Funktionen. Es schützt 
die Yersinien vor dem bakteriolytischen Effekt des humanen Serums, indem es an 
den Komplementfaktor H bindet. Dadurch kommt es zu einer Inaktivierung des 
Komplementfaktors C3b und zu einer Reduktion der Ausbildung der Membran-
Angriffskomplexe auf der Oberfläche der Bakterien (China et al., 1994; Pilz et al., 
1992). Weitere protektive Aufgaben erfüllt es durch die Bindung an Makrophagen 
und Neutrophile, wodurch die Translokation der antiphagozytären Yop-Effektoren 
in diese Zellen ermöglicht und so die Eliminierung der Bakterien verhindert wird 
(Rosqvist, 1994; Ruckdeschel et al., 1996). Zusätzlich wird durch YadA die Hem-
mung des antiinvasiven Effekts von Interferon vermittelt (Bukholm et al., 1990). 
Die Autoagglutination von Yersinien ist auf die Interaktion von YadA Molekülen 
zurückzuführen (Hoiczyk et al., 2000; El Tahir & Skurnik, 2001). Sie hat insofern 
infektionsbiologische Bedeutung, als dass sie die Bildung von Mikrokolonien und 
Mikroabszessen in lymphatischen Geweben und Organen, insbesondere in Leber 
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und Milz, induzieren kann. YadA ist darüber hinaus in der Lage, mit Erythrozyten 
in Wechselwirkung zu treten, so dass bei YadA-exprimierenden Bakterien der 
Effekt der Hämagglutination zu beobachten ist (Kapperud et al., 1985).  
YadA aus Y. pseudotuberculosis vermittelt eine höchst effiziente Invasion in 
eukaryotische Zellen, indem es über Fibronektin in einem so genannten 
Brückenmechanismus an β1-Integrine bindet. Infolgedessen wird in der Wirtszelle 
ein Signaltransduktionsweg induziert, der zur Ausbildung von Pseudopodien und 
zu einer Internalisierung YadA-exprimierender Bakterien führt (Eitel & Dersch, 
2002). Einige der beteiligten Signalmoleküle konnten bereits identifiziert werden. 
So löst YadA die Bildung eines FAK-Src-Komplexes und die darauf folgende 
Aktivierung von Ras aus, die den Invasionsprozess über die Signalmoleküle 
Phosphoinositol-3-Kinase (PI3-Kinase), Phospholipase C (PLC) und 
Phosphokinase C (PKC) vermittelt (Eitel et al., 2005; Eitel & Kornprobst, 
unveröffentlichte Daten). 
 
1.3.4.2 Struktur 
 
YadA ist ein afimbriliäres Adhäsin, das den Prototyp der neu definierten Adhäsin-
Klasse der „Trimeren Autotransporter-Adhäsine“ (TAA) darstellt, die auch als Oca-
Proteinfamilie bezeichnet wird (Roggenkamp et al., 2003; Barocchi et al., 2005, 
Linke et al., 2006). Zu ihr gehören Adhäsine aus Neisseria meningitidis (NadA), 
Moraxella catarrhalis (Hag, UspA1, 2), Bartonella henselae (BadA), Bartonella 
quintana (VompABCD), Haemophilus ducreyi (DsrA) und Haemophilus influenzae 
(Hia, Hsf). Diese zeichnen sich durch ein N-terminales Signalpeptid, eine interne 
Passenger-Domäne mit adhäsiven Eigenschaften und eine kurze C-terminale 
Translokator-Domäne aus, die in die Außenmembran inseriert und den Transport 
der Passenger-Domäne auf die bakterielle Oberfläche ermöglicht. Im Unterschied 
zu konventionellen Autotransportern besteht die C-terminale Translokator-
Domäne, der sog. „Anker“, aus einem Trimer von vier β-Faltblättern und nicht aus 
einer einzelnen, die Pore formenden Einheit von 12 β-Faltblättern. Die Passenger-
Domäne dient als Stiel-ähnliches Zwischensegment, das in einer „Nacken“-
Region in die N-terminale ovale Kopfdomäne mündet (siehe Abbildung 1.5 A). Da 
der Stiel und Kopf aus einer unterschiedlichen Anzahl sich wiederholender 
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kleinerer Domänen bestehen, sind TAAs grundsätzlich sehr variabel in ihrer 
Größe (Hoiczyk et al., 2000; Cotter et al., 2005, 2006). 
YadA ist in Abhängigkeit von Spezies und Serotyp 160-250 kDa groß (El Tahir 
und Skurnik, 2001), während BadA aus B. henselae als bisher größter der 
identifizierten TAAs, aus über 3000 Aminosäuren besteht (Linke et al., 2006). Die 
Kristallisierung der Kopfdomäne inklusive der Nackenregion von YadA aus  
Y. enterocolitica zeigte, dass diese Domäne eine neuartige, links gedrehte β-Rolle 
bildet, die eine sehr stabile oligomere lock nut Struktur aufweist. Der hydrophobe 
Kern der Domäne wird von acht repetitiven NSVAIG-S Motiven ausgebildet 
(Nummelin et al., 2004). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Stiel 
Anker 
Kopf 
Nacken 
A B
Abb. 1.5: Das Außenmembranprotein YadA aus Y. enterocolitica. (A) Modellstruktur nach 
Linke et al., (2006). (B) Elektronenmikroskopische Aufnahme der Lollipop-artigen, von YadA 
ausgebildeten Oberflächenstrukturen (Hoiczyk et al., 2000). 
 
Wird YadA auf der bakteriellen Außenmembran exprimiert, bedeckt es die 
Bakterienzellen mit „Lollipop“-ähnlichen Strukturen wie eine Kapsel (siehe Abbil-
dung 1.5 B). In Y. enterocolitica wurden verschiedene YadA-Mutanten konstruiert, 
um die diversen funktionellen Eigenschaften des Proteins den verschiedenen 
Domänen zuordnen zu können. Die extreme N-terminale Region vermittelt 
demnach die Bindung an Neutrophile, während der mehr proximale Teil dieser 
Domäne für die Reißverschluss-ähnliche Interaktion der Moleküle bei der 
Autoagglutination und dem Binden an EZM-Proteine verantwortlich ist (Tamm et 
al., 1993; Roggenkamp et al., 1996). Der C-terminale Teil von YadA ist neben der 
Verankerung für die allgemeine Stabilität und die Oligomerisierung des Moleküls 
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verantwortlich. Bisher konnte kein Aminosäurebereich als essentiell für die 
Serumresistenz identifiziert werden, auch wenn deutlich wurde, dass die Kopf- 
und Nackendomäne für diesen protektiven Mechanismus keine Bedeutung haben 
(Roggenkamp et al., 2003).  
 
1.3.4.3 Regulation 
 
Das yadA-Gen wird von einem klassischen σ70-Promotor transkribiert, der ca. 270 
bp stromaufwärts des Startkodons lokalisiert ist (Skurnik & Wolf-Watz, 1989). 
Dabei unterliegt die yadA-Expression einer strengen und effektiven Umwelt-
kontrolle: YadA wird nur bei 37°C während des exponentiellen Wachstums 
gebildet (Skurnik, 1985; Eitel & Dersch, 2002) und ist bereits zwei Minuten nach 
einer Temperaturerhöhung detektierbar (Bölin & Wolf-Watz, 1982; Kapperud et 
al., 1985). Analysen konnten zeigen, dass die yadA-Expression unabhängig von 
der Umgebungstemperatur auch durch den Kontakt an eukaryotische Zellen 
induziert wird (Eitel & Fehse, unveröffentlichte Daten). Die YadA-Synthese wird 
durch den AraC-ähnlichen transkriptionellen Aktivator VirF reguliert (Lambert de 
Rouvroit et al., 1992; Skurnik & Toivanen, 1992). VirF (LcrF in Y. 
pseudotuberculosis und Y. pestis) selbst ist ebenfalls temperaturreguliert, wobei 
das Nukleoid-assoziierte Protein YmoA bei 25°C als Repressor agiert. Bei 37°C 
wird YmoA proteolytisch abgebaut (Jackson et al., 2004; Boehme, 
unveröffentlichte Daten). Darüber hinaus bildet die virF-mRNA bei moderaten 
Temperaturen stabile Sekundärstrukturen aus, die eine Bindung der Ribosomen 
verhindern. Infolge einer Temperaturerhöhung wird die Sekundärstruktur 
aufgeschmolzen und so die Translation ermöglicht (Hoe & Goguen 1993; Konkel 
& Tilly, 2000). Auch Temperatur-induzierte Veränderungen der DNA-Topologie 
des yadA-Promotors könnten als weiterer Faktor bei der Expressionskontrolle von 
Bedeutung sein (Cornelis et al., 1991; Cornelis, 1993; Lambert de Rouvroit et al., 
1992). 
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1.4 Antiphagozytäre Effektorproteine – Yops (Yersinia outer 
membrane proteins) 
 
Alle drei humanpathogenen Yersinia Spezies besitzen ein 70 kb umfassendes 
Virulenzplasmid pYV (plasmid of Yersinia virulence), auf dem wichtige Patho-
genitätsdeterminanten kodiert sind, die für die Infektiösität und die Resistenz 
gegenüber der unspezifischen Immunantwort des Wirtes verantwortlich sind 
(Revell & Miller, 2001; Heesemann, 2006). Zu diesen gehören unter anderem die 
Yops (Yersinia outer membrane proteins), die es den Yersinien ermöglichen, die 
Phagozytose durch professionelle Phagozyten zu verhindern. Die Effektorproteine 
YopE, YopP (YopJ in Y. pseudotuberculosis), YopT, YopH, YopO (YpkA in Y. 
pseudotuberculosis) und YopM werden bei Zellkontakt in Makrophagen und 
polymorphkernige Neutrophile (PMNs) injiziert. YopE, YopH, YopT und YopO 
wirken der Phagozytose entgegen, indem sie Signaltransduktionswege 
beeinflussen, die für die Aktinumlagerungen im Zytoskelett wichtig sind (Grosdent 
et al., 2002; Thiefes et al., 2006). So wirkt beispielsweise YopH als Tyrosin-
Phosphatase und dephosphoryliert die Fokale Adhäsions Kinase (FAK), Paxillin 
sowie die Tyrosinkinase p130CAS (Bleves & Cornelis, 2000). Dadurch wird der 
Kontakt zwischen den extrazellulären Matrixproteinen und dem intrazellulären 
Zytoskelett negativ beeinflusst und eine phagozytotische Aufnahme des 
Bakteriums verhindert (Adkins et al., 2007). YopP verhindert die Antigenpräsen-
tation auf Makrophagen und ist darüber hinaus für die Apoptose in Makrophagen 
verantwortlich (Ruckdeschel et al., 2001; Zauberman et al., 2006), während YopM 
vermutlich natürliche Killerzellen unterdrückt (siehe Abbildung 1.6) (Kerschen et 
al., 2004).  
Die Translokation der Yops erfolgt durch ein Typ III-Sekretionssystem 
(Injektisom), das aus 29 Ysc-Proteinen (Yop secretion) besteht (Cornelis, 2002; 
Viboud & Bliska; 2005; Heesemann et al., 2006). Bisher gibt es nur erste 
Hinweise auf die Erkennungssignale, die die Yops als Substrate für die Typ III-
Sekretionsmaschinerie kennzeichnen. Es wird vermutet, dass die yop mRNAs 
oder spezifische tRNAs daran beteiligt sein könnten (Ramamurthi & Schneewind, 
2003).  
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Abb. 1.6: Invasions- und Überlebensstrategie enteropathogener Yersinien. Nach der 
Translokation der Bakterien durch die M-Zellen gewährleisten die antiphagozytären, antiinflam-
matorischen sowie die Apoptose induzierenden Effekte der Yop-Proteine die Resistenz gegenüber 
Makrophagen (Cossart & Sansonetti, 2004). 
 
Die Expression der Yops wird bei 37°C durch den ebenfalls in die YadA-
Expression involvierten Transkriptionsaktivator VirF (siehe Kapitel 1.3.4.3) 
induziert, kann aber temperaturunabhängig auch durch Zellkontakt stimuliert 
werden (Lambert de Rouvroit et al., 1992; Pettersson et al., 1996). Sowohl die 
Yop- als auch die Ysc-Proteine gehören darüber hinaus zu dem „low calcium 
response stimulon“ (LCRS). Dieser Name begründet sich darin, dass die 
Transkription der hier lokalisierten Gene bei 37°C bei millimolaren Kalcium-
konzentrationen reprimiert ist (Straley et al., 1993; Wattiau et al., 1994).  
 
1.5 Determinanten der eukaryotischen Wirtszelle für den bakteriellen 
Adhäsions- und Invasionsprozess 
 
Während die Aufnahme durch Phagozyten einen für die Bakterien passiven 
Vorgang darstellt, ist die bakterielle Invasion in normalerweise nicht-
phagozytierende Zellen ein aktiver Prozess, der auf der Interaktion bakterieller 
und zellulärer Determinanten basiert. Bei dem in Kapitel 1.3 beschriebenen, von 
Yersinien zur Internalisation verwendeten „Zipper“-Mechanismus werden Zell-
adhäsionsmoleküle direkt oder indirekt über eine Brücke aus extrazellulären 
Matrixproteinen gebunden. Diese Determinanten der Wirtszelle werden im 
Folgenden beschrieben. 
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1.5.1 Zelladhäsionsmoleküle 
 
Zelladhäsionsmoleküle verbinden Zellen zu multizellulären Komplexen und 
Geweben und stellen ein Instrument zur Kommunikation dar. Somit haben sie 
Bedeutung für die Proliferation, Differenzierung, Migration und Apoptose von 
Zellen. Zelladhäsionsmoleküle können in vier Gruppen unterteilt werden: 
Rezeptoren der Immunglobulin-Superfamilie, Selektine, Cadherine und Integrine. 
Eine Vielzahl dieser Moleküle wird von bakteriellen und viralen Pathogenen 
genutzt, um den Kontakt an die eukaryotische Wirtszelle herzustellen (Hauck, 
2002; van der Flier & Sonnenberg, 2001; Boyle & Finlay, 2003). Enteropathogene 
Yersinien besitzen die Fähigkeit, direkt und indirekt an β1-Integrine zu binden 
(Isberg & Leong, 1990; Eitel & Dersch, 2002). Bei ihnen handelt es sich um 
transmembrane Rezeptorproteine, die Proteine der extrazellulären Matrix binden 
und membrangebundene Rezeptoren auf anderen Zellen erkennen können. Als 
Heterodimere bestehen sie aus je einer α- und einer β-Untereinheit, die beide 
eine große extrazelluläre Domäne, eine einfache transmembrane Domäne und 
eine kurze zytoplasmatische Region besitzen (siehe Abbildung 1.7). In 
Säugetieren sind bisher 19 verschiedene α- und 8 verschiedene β-Untereinheiten 
identifiziert worden. Diese bilden 25 verschiedene Integrine, die je nach 
Kombination der Untereinheiten spezifisch an einen oder mehrere Liganden 
binden. Integrine der Subfamilie β1 erkennen Proteine der extrazellulären Matrix 
wie Fibronektin, Kollagen und Laminin (Bosman & Stamenkovic, 2003). Die 
Ligandenbindestelle liegt innerhalb der von beiden Untereinheiten gebildeten 
Köpfchendomäne (Humphries et al., 2000; Xiong et al., 2002). Die Interaktion von 
Ligand und Integrin kann unter anderem von der Konformation des Liganden oder 
von kurzen Erkennungssequenzen innerhalb des Liganden, wie der Aminosäure-
sequenz Arg-Gly-Asp (RGD) im Fall des extrazellulären Matrixproteins Fibronektin 
abhängig sein (Giancotti & Ruoslahti, 1999; Leahy et al., 1996).  
Namensgebend für die Integrine ist ihre integrative Fähigkeit, das „Zelläußere“ mit 
dem „Zellinneren“ zu verknüpfen und Signale bidirektional weiterzuleiten. 
Aufgrund der Bindung an Moleküle der extrazellulären Matrix können Integrine 
ihre Konformation ändern, woraufhin ihre zytoplasmatischen Domänen über 
„linker“-Moleküle mit dem Aktinzytoskelett und weiteren Signalmolekülen 
interagieren, die ihrerseits verschiedene Signalwege initiieren können (outside-
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inside-signalling). Darüber hinaus können Integrine auch auf intrazelluläre Signale 
mit einer Konformationsänderung reagieren und so aus einem inaktiven Zustand 
in einen aktiven Zustand versetzt werden (inside-outside-signalling) (Ginsberg et 
al., 1992; Hughes et al., 1998; Hynes, 2002).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 1.7: Integrin mit intra- und extrazellulären Verknüpfungen. Schematische Darstellung 
eines α5β1-Integrins, das an das extrazelluläre Matrixprotein Fibronektin (rosa) gebunden hat und 
intrazellulär mit verschiedenen Signalmolekülen assoziiert ist (verändert nach Hynes, 1999). 
 
Bei der Aktivierung durch intrazelluläre Proteine konnte das Aktin-bindende Talin 
als ein beteiligter Hauptfaktor identifiziert werden (Tadokoro et al., 2003). In 
adhärenten Zellen sind Integrine an Zellanheftungspunkten, den so genannten 
„focal adhesions“ geclustert. Charakteristisch hierfür sind die Zellform bestim-
menden, dicht gebündelten Aktinfasern und eine Ansammlung von intrazellulären 
Signalmolekülen, unter denen die Fokale Adhäsions Kinase (FAK) die 
prominenteste ist (Hauck, 2002). Alrutz & Isberg (1998) konnten die Beteiligung 
der FAK an dem Invasin-vermittelten Invasionsprozess nachweisen. FAK ist ein 
125 kDa großes Protein, das eine N-terminale Autophosphorylierungsstelle 
(Y397), eine zentrale Kinase-Domäne und eine C-terminale FAT-Region („fokal 
adhesion targeting“) besitzt, die für die Lokalisation des Proteins in den fokalen 
Adhäsionen verantwortlich ist (Schaller et al., 1994; Illic et al., 1995, 1997). Der 
Autophosphorylierungsregion Y397 kommt bei der Invasin-vermittelten Aufnahme 
eine entscheidende Funktion zu. Wird FAK an der Position Y397 Tyrosin-
phosphoryliert, so bildet sich dort eine Bindestelle für die SH2-Domäne der Src-
Kinase, welche durch die Bindung mit FAK selbst aktiviert wird (Schläpfer & 
Hunter, 1997; Alrutz & Isberg, 1998). Dies resultiert in der Phosphorylierung von 
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weiteren Zellsignal-Komponenten, wie Paxillin und pCas130, die in 
Zusammenhang mit dem Rearrangement von Aktinfilamenten stehen (Alrutz & 
Isberg, 1998; Isberg et al., 2000). 
 
1.5.2 Die extrazelluläre Matrix (EZM) 
 
Die extrazelluläre Matrix stellt die Gesamtheit der Makromoleküle dar, die sich 
außerhalb der Plasmamembran von Geweben befindet und kommt in allen vier 
Grundgewebetypen, wie Epithelzellen, Muskel-, Nerven- und Bindegewebe vor. 
Sie gewährleistet hauptsächlich die Formgebung sowie den mechanischen Halt 
zwischen den unterschiedlichen Zellen im Gewebe und koordiniert Migration, 
Adhäsion und Invasion von Zellen während der Embryogenese und der Wund-
heilung, ist für die Ausbildung der Zellpolarität maßgeblich und überträgt Signale 
aus der Umwelt in die Zelle. Daher ist sie mitverantwortlich für die Proliferation, 
die Differenzierung und den Zelltod (Zamir et al., 2000). Das komplexe Netzwerk 
der von der Zelle sezernierten EZM-Komponenten variiert in der Komposition und 
Organisation abhängig von den Erfordernissen und der Funktion eines Gewebes. 
So verleiht die EZM Knochen, Bändern und Zähnen ihre starke Zugfestigkeit und 
ermöglicht die Abfederung von Kräften, die auf die Gelenke einwirken. 
Komponenten der EZM sind zum einen die aus Polysaccharidketten aufgebauten 
Glycosaminoglykane und Proteoglykane und zum anderen fibrilläre Proteine wie 
Kollagen, Laminin und Fibronektin (siehe Abbildung 1.8) (Löffler et al., 2007).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
EZM 
Zellmem- 
bran mit 
Integrinen 
 
Abb. 1.8: Schematische Darstellung der extrazellulären Matrix und transmembranen 
Integrine einer eukaryotischen Zelle.  
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Verschiedene Bakterien können an diese Moleküle binden und dadurch den 
ersten Kontakt zur Wirtszelle herstellen (Patti et al., 1994; Pizarro-Cerda & 
Cossart, 2006). Die Klasse der bakteriellen Adhäsine, die an EZM-Moleküle 
binden, werden als MSCRAMMs (Microbial Surface Components Recognizing 
Adhesive Matrix Molecules) zusammengefasst (Joh et al., 1999). 
Fibronektin ist ein multifunktionelles Glykoprotein, das in löslicher Form im Blut, in 
extrazellulären Flüssigkeiten und in seiner zellulären Form auch auf der 
Oberfläche von Zellen und im Bindegewebe vorkommt. Neben seiner Funktion für 
die Blutgerinnung spielt es eine wichtige Rolle bei der Zellmigration, 
Gewebeintegrität und als Adhäsionsprotein. Es wird aus zwei großen Unterein-
heiten gebildet, die durch zwei Disulfidbrücken in der Nähe der Carboxyenden 
verbunden sind. Um seine Vielzahl von Funktionen zu erfüllen, enthält Fibronektin 
Bindungsregionen für Fibrin, Heparin und Kollagen sowie eine Zellbindungs-
domäne (siehe Abbildung 1.9 A). In dieser ist die zellbindende Aktivität in einer 
spezifischen Tripeptid-Sequenz (Arg-Gly-Asp - RGD) lokalisiert, die für die 
Bindung des Fibronektins an Integrine essentiell ist. Insgesamt binden über 16 
bakterielle Spezies an Fibronektin, darunter gramnegative Bakterien wie 
Yersinien, Neisserien und E. coli und die grampositiven Staphylokokken und 
Streptokokken (Tertti et al., 1992; Preissner & Chhatwal, 1999; Virkola et al., 
2000; Schwarz-Linek et al., 2006). Die Bindestelle für grampositive Kokken im 
Fibronektin konnte innerhalb des 30 kDa N-terminalen Fragments lokalisiert 
werden (Mosher & Proctor, 1980; Joh et al., 1998; Talay et al., 2000). 
Die Kollagene sind die Hauptbestandteile der extrazellulären Matrix. Das 
charakteristische Merkmal eines Kollagenmoleküls ist die lange, steife, 
dreisträngige Helixstruktur. Diese Konformation ist durch monoton wiederholte 
Triplet Sequenzen aus Gly-X-Y bedingt, wobei X und Y häufig Prolin und 
Hydroxyprolin sind. Drei Kollagen-Polypeptidketten, die so genannten α-Ketten, 
sind in Form einer seilartigen Superhelix umeinander gewunden (siehe Abbildung 
1.9 B). Je nach Kombination der unterschiedlichen einzelnen Polypeptidketten 
werden 27 verschiedene Kollagentypen gebildet (Eyre, 2004). Klebsiellen, E. coli, 
Streptokokken und Staphylokokken sind einige der Bakterien, die an die 
verschiedenen Kollagentypen binden können (Patti et al., 1994). Im Gegensatz zu 
Fibronektin und Laminin besitzt das Kollagen entlang der dreisträngigen Helix 
mehrere Bindestellen für Bakterien (Preissner & Chhatwal, 1999). Während 
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beispielsweise sowohl das Ace-Protein aus Enterococcus faecalis als auch das 
Cna-Protein aus Staphylococcus aureus an mehrere Stellen im Kollagen Typ I 
bindet (Rich et al., 1999b; Rich et al., 1999a), konnte für das Dr Adhäsin von 
diffus adhärierenden E. coli-Stämmen gezeigt werden konnte, dass es die 7S 
Domäne des Kollagens Typ IV bindet (Servin, 2005). 
Laminin stellt eine der Hauptkomponenten der Basalmembran dar (Paez et al., 
2007). Es besteht aus drei Polypeptidketten (α, β und γ), die ein kreuzförmiges 
Glykoprotein bilden (siehe Abbildung 1.9 C). In Abhängigkeit von der Zusammen-
setzung des Moleküls aus den verschiedenen fünf α-, drei β- und drei γ-Ketten 
existieren 15 Isoformen (Nguyen & Senior, 2006). Laminin zeichnet sich durch 
eine Vielzahl separater Bindungsdomänen für beispielsweise Kollagen Typ IV und 
Heparin aus und kann an verschiedene Rezeptoren der eukaryotischen Zelle wie 
Syndecane und Integrine binden (Suzuki et al., 2005). Salmonella enterica,  
E. coli, Pseudomonas aeruginosa und Helicobacter pylori gehören zu den 
Mikroorganismen, für die eine Bindungsfähigkeit an Laminin nachgewiesen 
werden konnte (Kukkonen et al., 1993; Preissner & Chhatwal, 1999). 
 
Fibronektin Kollagen Laminin 
B A C 
 
Abb. 1.9: Schematische Darstellung verschiedener Komponenten der extrazellulären 
Matrix. (A) Fibronektin, (B) Kollagen und (C) Laminin (nach Alberts et al., 2005; Löffler et al., 
2007). Weitere Erläuterungen im Text. 
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2. Zielsetzung 
 
Das multifunktionelle, afimbriliäre Adhäsin YadA der enteropathogenen Bakterien 
Y. pseudotuberculosis und Y. enterocolitica vermittelt durch die Bindung an 
Moleküle der extrazellulären Matrix Adhärenz an Säugetierzellen. Für YadA aus 
Y. pseudotuberculosis konnte neben der Fähigkeit zur Adhäsion auch die 
Fähigkeit nachgewiesen werden, effizient in eukaryotische Zellen einzuwandern. 
Während durch vorhergehende Untersuchungen der Mechanismus der YadApstb-
vermittelten Invasion bereits weitgehend aufgeklärt werden konnte, ist bislang 
jedoch unbekannt, warum keine Internalisierung der Bakterien durch YadA aus  
Y. enterocolitica vermittelt wird. 
Ziel dieser Arbeit war es, sowohl bakterielle als auch wirtszellspezifische 
Determinanten zu identifizieren, die für die YadA-vermittelte Invasion von 
Bedeutung sind. Die YadA-Proteine aus Y. pseudotuberculosis und  
Y. enterocolitica sollten bezüglich ihrer Struktur von möglicherweise invasions-
relevanten Domänen verglichen und die Bedeutung dieser Regionen für die 
Invasion und weitere YadA spezifische Virulenzeigenschaften sowie die 
Pathogenese charakterisiert werden. Untersuchungen der an der YadA-
vermittelten Invasion beteiligten Determinanten der Wirtszelle sollten dazu 
beitragen, den mechanistischen Unterschied zwischen Adhäsion und Invasion 
aufzuklären. 
Neben der Identifizierung der für die Invasion essentiellen bakteriellen und 
wirtszellspezifischen Determinanten ist von besonderem Interesse, worin sich die 
Signaltransduktionsvorgänge der eukaryotischen Zelle bei der Adhäsion und 
Invasion unterscheiden. Um diesbezügliche Analysen zu vereinfachen und 
unabhängig von anderen bakteriellen Faktoren und von dem bakteriellen 
Expressionsmuster durchführen zu können, sollte untersucht werden, inwiefern 
lösliche YadA-Proteinderivate geeignet sind, sowohl die Bindung und 
Einwanderung in eukaryotische Zellen als auch die Aktivierung von 
Signaltransduktionskaskaden in der Wirtszelle zu vermitteln. 
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3. Material und Methoden 
 
3.1 Material 
 
Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien und Verbrauchsmaterialien wurden 
von den Firmen AppliChem, Bioline, Fermentas, Millipore, Neolab, PerkinElmer, 
Promega, Qiagen, Roche, Roth, Schleicher & Schuell, Sigma und VWR bezogen. 
Polymerasen, Restriktionsenzyme und andere modifizierende Enzyme stammten 
aus dem Angebot der Firmen New England Biolabs, Promega, Qiagen und 
Roche. Die benutzten DNA- und Proteingrößenstandards waren aus dem 
Sortiment der Firma Fermentas. 
 
3.1.1 Bakterienstämme, Medien und Kulturbedingungen 
 
Die in dieser Arbeit verwendeten E. coli und Y. pseudotuberculosis Stämme 
(siehe Tabelle 3.1) wurden bei 25°C oder 37°C in oder auf LB Medium (Luria-
Bertani) angezogen (Sambrock et al., 1989). Antibiotika wurden in den folgenden 
Konzentrationen eingesetzt: Ampicillin 100 µg/ml, Chloramphenicol 30 µg/ml, 
Kanamycin 50 µg/ml und Gentamycin 50 µg/ml. Sollte YadA unter der Kontrolle 
des pBAD-Promotors exprimiert werden, wurde den Flüssigkulturen 0,2-2 % 
sterilfiltirierte Arabinose hinzugefügt. Kulturen zur Herstellung elektrokompetenter 
Zellen und zur phänotypischen Expression nach einer Elektroporation wurden in 
DYT Medium (Double Yeast Tryptone Medium) angezogen (Miller, 1992).  
 
Tabelle 3.1: Bakterienstämme 
Stamm Merkmale Referenz 
   
CC118λpir F- ∆(ara-leu)7697 ∆(lacZ)74 ∆(phoA)20 araD139 galE galK 
thi rpsE rpoB arfEam recA1, λpir 
Manoil & 
Beckwith, 
1986 
S17-1λpir recA thi pro hsdR – M1+ (RP4-2 Tc::Mu-Km::Tn7 ), λpir Simon et al., 
1983 
BL21λDE3 F-, gal met r– m– hdsS λlysplacUV5-T7-Gen1, placIq lac Studier & 
Moffat,1986 
YPIII Yersinia pseudotuberculosis Wildtyp, Serogruppe III, pIB1 Bolin et al., 
1982 
YP31 pIB1-, inv::Tn10 Eitel & 
Dersch, 
2002 
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YP45 pIB1, yadA+ diese Arbeit 
YP46 pIB1, yadAΔ53-83 diese Arbeit 
YP47 pIB1, yadA::Kan diese Arbeit 
 
3.1.2 Plasmide 
 
Die in dieser Arbeit verwendeten Plasmide sind in Tabelle 3.2 aufgeführt. Zu den 
Plasmiden, die in der vorliegenden Arbeit konstruiert wurden, sind ebenfalls die 
verwendeten Primer (siehe Tabelle 3.3) angegeben. 
 
Tabelle 3.2: Plasmide 
Plasmid Merkmale Referenz 
   
pBAD18 Promotor des araBAD-Operons, AmpR, ori pBR322 Guzman et 
al., 1995 
pGP704 Ori R6K , suicide vector, AmpR Miller & 
Mekalanos, 
1988 
pKOBEG-
sacB 
recombination vector, sacB+, CmR
 
Derbise et 
al., 2003 
pET28a T7 overexpression vector, 6xHis-tag, KanR Novagen 
pJE13 pBAD18, yadAent+, AmpR Eitel & 
Dersch, 
2004 
pPD284 pBAD18, yadApstb+, AmpR Eitel & 
Dersch, 
2002 
pTH1 pBAD18, yadApstb+ Δ53-83, AmpR , Pr.: 169, 172, 170, 171 diese Arbeit 
pTH2 pBAD18, yadApstb+ K59A, AmpR, Pr.: 169, 172, 192, 193 diese Arbeit 
pTH3 pBAD18, yadApstb+ P70, 71A, AmpR, Pr.: 169, 172, 194, 195 diese Arbeit 
pTH4 pBAD18, yadApstb+ K79A, AmpR, Pr.: 169, 172, 196, 197 diese Arbeit 
pTH6 pBAD18, yadApstb+ A58E, AmpR, Pr.: 169, 172, 205, 206 diese Arbeit 
pTH7 pBAD18, yadApstb+ P60A, AmpR, Pr.: 169, 172, 207, 208 diese Arbeit 
pTH8 pBAD18, yadApstb+ E65A, AmpR, Pr.: 169, 172, 209, 210 diese Arbeit 
pTH9 pBAD18, yadApstb+ V190D, A191D, I192E, AmpR, Pr.: 169, 
172, 232, 233 
diese Arbeit 
pTH10 pBAD18, yadApstb+  V220D, S221D, I222E, AmpR, Pr.: 169, 
172, 234, 235 
diese Arbeit 
pTH11 pBAD18, yadApstb+ Δ53-83 V190D, A191D, I192E, AmpR, 
Pr.: 169, 172, 232, 233 
diese Arbeit 
pTH12 pBAD18, yadApstb+ Δ53-83 V220D, S221D, I222E, AmpR, Pr.: 
169, 172, 234, 235 
diese Arbeit 
pTH13 pBAD18, yadApstb+  H194A, H197A, AmpR, Pr.: 169, 172, 
244, 245 
diese Arbeit 
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pTH14 pBAD18, yadApstb+ Δ53-83 H194A, H197A, AmpR, Pr.: 169, 
172, 244, 245 
diese Arbeit 
pTH20 pBAD18, yadApstb+ Δ53-83 Δ118-139, AmpR, Pr.: 169, 172, 
341, 342 
diese Arbeit 
pTH21 pBAD18, yadApstb+ Δ118-139, AmpR, Pr.: 169, 172, 341, 342 diese Arbeit 
pTH22 pBAD18, yadApstb+ Δ53-67, AmpR, Pr.: 169, 172, 433, 434 diese Arbeit 
pTH24 pBAD18, yadApstb+ Δ68-83, AmpR, Pr.: 169, 172, 435, 436 diese Arbeit 
pTH25 pBAD18, yadApstb+ V133D, N134A, AmpR, Pr.: 169, 172, 
431, 432 
diese Arbeit 
pTH26 pBAD18, yadApstb+ Δ53-83  V133D, N134A, AmpR, Pr.: 169, 
172, 604, 605 
diese Arbeit 
pTH27 pGP704,  yadApstb+, Pr.: 396, 397 diese Arbeit 
pTH28 pGP704, yadApstb+ Δ53-83, Pr.: 396, 397 diese Arbeit 
pTH37 pET28a, aa26-253 yadApstb+, 6xHis-tag N-terminal, Pr.: I58, 
I219 
diese Arbeit 
pTH38 pET28a, aa26-222 yadApstb+ Δ53-83, 6xHis-tag N-terminal, 
Pr.: I58, I219 
diese Arbeit 
 
3.1.3 Oligonukleotide 
 
Die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma Metabion 
bezogen und sind in der Tabelle 3.3 aufgeführt.  
 
Tabelle 3.3: Oligonukleotide. Unterstrichene Bereiche kennzeichnen Restriktions-
schnittstellen, fettgedruckte Bereiche einzuführende Basensubstitutionen. 
 
Bezeichnung Sequenz  Restriktions- schnittstelle 
   
Primer 169 5’-GCGGCGGGTACCGGATTATACAAAACATCCGGTTT 
GAGGTGAGG-3’ 
KpnI 
Primer 170 5’-GCCTAGTACTTGTGGTTGTATTGCTTCTGCTAAACC 
CAATTTAGGATCAACATTTGGGCTTATTTGAAC-3’ 
keine 
Primer 171 5’-GTTCAAATAAGCCCAAATGTTGATCCTAAATTGGGT 
TTAGCAGAAGCAATACAACCACAAGTACTAGGC-3’ 
keine 
Primer 172 5’-ACGCCTCAGCTGATTTTTTATTTGCATGTTCTTCAG 
C-3’ 
PvuII 
Primer 192 5’-GGATTATATCCAGCAGCACCAATATTAC-3’ keine 
Primer 193 5’-GTAATATTGGTGCTGCTGG ATATAATC-3’ keine 
Primer 194 5’-CCAAAATTAGCTGCACGAGGTCC-3’ keine 
Primer 195 5’-GGACCTCGTGCAGCTAATTTTGG-3’ keine 
Primer 196 5’-GGTCCAGAAGCAAAAAGAGCT-3’ keine 
Primer 197 5’-GCTCTTTTTGCTTCTGGACC-3’ keine 
Primer 205 5’-GGATTATATCCAGAAAAACCAATATTAC-3’ keine 
Primer 206 5’-GTAATATTGGTTTTTCTGGATATAATCC-3’ keine 
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Primer 207 5’-CCAGCAAAAGCAATATTACGTCAAG-3’ keine 
Primer 208 5’-CTTGACGTAATATTGCTTTTGCTGG-3’ keine 
Primer 209 5’-CAATATTACGTCAAGCAAACCCAAAATTAC-3’ keine 
Primer 210 5’-GTAA TTTTGGGTTTGCTTGACGTAATATTG-3’ keine 
Primer 232 5’-CAAAACTCTGATGACGAGGGACACTCTAGTC-3’ keine 
Primer 233 5’-GACTAGAGTGTCCCTCGTCATCAGAGTTTTG-3’ keine 
Primer 234 5’-GAGAATAGTGATGACGAGGGTCATGAAAGC-3’ keine 
Primer 235 5’-GCTTTCATGACCCTCGTCATCACTATTCTC-3’ keine 
Primer 244 5’-GCCATTGGAGCCTCTAGTGCCGTTGCGGCAG-3’ keine 
Primer 245 5’-CTGCCGCAACGGCACTAGAGGCTCCAATGGC-3’ keine 
Primer 341 5’-CATTGCGATTGGTGCTACTGCTGAAGCAGCACCTTT 
AAGTAAGGCATTGGGAGATTCGGC-3’ 
keine 
Primer 342 5’-GCCGAATCTCCCAATGCCTTACTTAAAGGTGCTGCT 
TCAGCAGTAGCACCAATCGCAATGC-3’ 
keine 
Primer 396 5’-GCGGCGGAATTCTGGCGAGTGGATAAATCGG-3’ EcoRI 
Primer 397 5’-CTCAGTTATAACATCTGAG-3’ keine 
Primer 433 5’-GCCCAAATGTTGATCCTAAATTGGGTAAATTACCTC 
CA CGAGGTCCACAAGG-3’ 
keine 
Primer 434 5’-CCTTGTGGACCTCGTGGAGGTAATTTACCCAATTTA 
GG ATCAACATTTGGGC-3’ 
keine 
Primer 435 5’-CCAATATTACGTCAAGAAAACCCATTAGCAGAAGCA 
AT ACAACCACAAG-3’ 
keine 
Primer 436 5’-
CTTGTGGTTGTATTGCTTCTGCTAATGGGTTTTCTTGA
CGTAATATTGG-3’ 
keine 
Primer 604 5’-GGTTCAATTGCAACAGGCGATGCTTCTGTTGCAATT 
GG-3’ 
keine 
Primer 605 5’-CCAATTGCAACAGAAGCATCGCCTGTTGCAATTGA 
CC-3’ 
keine 
Primer 850 5’-GCAAAGCAAAAGTTCAAAATCACCAAGCACCTTTT 
ATATTTCTTTAATTTCCCGTGAATAAAAGCTCAGTTATA
AC-3’ 
keine 
Primer 851 5’-GGTTAATTGGTTGTAACACTGGCATTTAGAAATTAA 
CAAGTCTATAGGAAAACACCGATTACATAATCGTAATC
GG-3’ 
keine 
Primer 852 5’-CCCAGCCAATTGCGTAAATGG-3’ keine 
Primer 854 5’-GAAAATAAGTGTGTTGTCAGG-3’ keine 
Primer I58 5’-GCGGCGGCTAGCGAGGAGCCCGAGGATGCG-3’ NheI 
Primer I219 5’-GCGGCGCTCGAGTTACATTTCTTTCTTTAATTGCGC 
G-3’ 
XhoI 
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3.1.4 Humane Zelllinie, Medien und Kulturbedingungen 
 
Humane Epithelzellen des Larynxkarzinoms (HEp-2 Zellen) wurden bei 37°C und 
5 % CO2 in RPMI1640 Medium (Biochrom) kultiviert. Das Medium wurde mit  
5-10 % Kälberserum (Sigma) und 2 mM L-Glutamin (Biochrom) versetzt 
(Dulbecco & Freeman, 1959). Bei konfluentem Zellwachstum wurden die Zellen 
mit PBS gewaschen, trypsiniert und 1:10 in frischem Medium verdünnt in neue 
Kulturgefäße umgesetzt. Produkte für Zellkulturarbeiten wurden von Biochrom, 
Sigma und GibcoBRL bezogen. 
 
3.2 Molekularbiologische Standardmethoden 
 
Alle Arbeiten mit DNA, Restriktionsverdaus, PCRs, Ligationen und Transfor-
mationen wurden standardgemäß durchgeführt (Sambrook, 2001). Plasmid-DNA 
wurde mit Qiagen Kits präpariert und gereinigt. Als Polymerasen zur Amplifikation 
von DNA kamen die Taq-Polymerase (New England Biolabs), die Phusion-
Polymerase (New England Biolabs), die ProofStart-Polymerase (Qiagen) und die 
Pfu-Polymerase (Promega) zum Einsatz.  
 
3.2.1 Gerichtete Mutagenese 
 
Die Einführung von Deletionen, Insertionen oder Substitutionen spezifischer 
Nukleinsäuren innerhalb des yadApstb-Gens erfolgte durch eine so genannte  
2-Schritt PCR. Dabei werden zwei interne Mutagenese-Primer und zwei externe 
Primer, die jeweils eine Restriktionsschnittstelle beinhalten, verwendet.  
Im ersten Schritt wurden mit je einem externen und einem internen Primer 
überlappende, die einzuführende Mutation tragende PCR-Produkte synthetisiert. 
Im zweiten Schritt synthetisierten die externen Primer (Nr. 169 und 172, siehe 
Tabelle 3.3) aus beiden Teilfragmenten das die Mutation beinhaltende PCR-
Endprodukt (siehe Abbildung 3.1). Dieses wurde in die KpnI/PvuII Restriktions-
schnittstelle des Vektors pPD284 (yadA+) kloniert, aus der das yadApstb-
Wildtypfragment zuvor ausgeschnitten worden war. Die Klonierungen wurde 
mittels Sequenzierung der Firma AGOWA überprüft. Die Expression der Gene 
konnte in dem pBAD18-basierten Vektor pPD284 durch die Zugabe von 0,2-2 % 
Arabinose induziert werden. 
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KpnI 
KpnI 
Primer 169 Mutagenese-Primer 1 PvuII
Mutagenese-Primer 2 
yadApstb Primer 172 
Schritt 2 (Primer 169 und 172)
Schritt 1 (Primer 169 und Mutagenese-Primer 2, Primer 172 und Mutagenese-Primer 1)
PvuII
  Primer 172 
Primer 169 
PvuIIKpnI 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.1: Schematische Darstellung der gerichteten Mutagenese durch 2-Schritt-PCR. 
Beispiel zur Einführung einer Deletion mit Hilfe von Mutagenese-Primern, die den zu deletierenden 
Bereich überspannen. 
 
3.2.2 Konstruktion der Y. pseudotuberculosis yadA-Knockout-Mutante und 
Konstruktion weiterer yadA-Mutantenstämme 
 
Die Konstruktion der yadA-Knockout-Mutante erfolgte mit Hilfe des RED 
Recombinase Systems (Derbise et al., 2003) durch die Integration einer 
Kanamycinkassette in den yadA locus. Hierfür wurde mit den Primern Nr. 850 und 
854 sowie Nr. 851 und 852 (siehe Tabelle 3.3) ein ca. 2000 bp umfassendes 
yadA::Kan PCR-Fragment generiert, das aus dem für die Kanamycinresistenz 
kodierenden Gen und jeweils ca. 500bp nichtkodierender yadA-upstream  
bzw. -downstream Sequenz am 5’- und 3’- Ende bestand. Dieses PCR-Produkt 
wurde in Y. pseudotuberculosis YPIII pKOBEG-sacB transformiert. Durch RED 
vermittelte Rekombination des yadA::Kan PCR-Fragments in das virulenz-
plasmidkodierte yadA-Gen entstand eine yadA-Knockout-Mutante. Die Selektion 
dieses Ereignisses erfolgte durch Ausplattieren auf kanamycinhaltigen LB-Platten. 
Im Anschluss daran wurden die Bakterien auf LB-Platten ohne Natriumchlorid mit 
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10 % Sucrose kultiviert, um so die schnell wachsenden Kolonien, die das 
pKOBEG-sacB Plasmid verloren hatten, auszuwählen. Das Vorhandensein des 
yadA-Knockouts wurde mittels PCR und Sequenzierung überprüft. 
Die yadA-Knockout-Mutante YP47 wurde dazu genutzt, die Bakterienstämme 
YP45 und YP46 zu erzeugen. Hierfür wurde das yadApstb-Gen und das 
yadApstbΔ53-83−Gen in den mobilisierbaren suicide Vektor pGP704 kloniert 
(EcoRI/XbaI) und mittels des zur Konjugation befähigten E.coli Stammes S17-
1λpir in den Stamm YP47 übertragen. Transkonjuganten, die das yadApstbΔ53-
83−Gen (YP46) bzw. das Wildtyp yadApstb-Gen (YP45) in den yadA-locus inte-
griert hatten, wurden aufgrund ihrer Fähigkeit, auf Yersinia-Selektivmedium 
(Oxoid) zu wachsen und ihrer Resistenz gegenüber Kanamycin identifiziert. Die 
Integration des yadApstb- bzw. yadApstbΔ53-83-Gens wurde mittels PCR, 
Sequenzierung und Kontrolle der Proteinexpression überprüft. 
 
3.2.3 Konstruktion von yadA-Überexpressionsplasmiden 
 
Um die YadA-Kopfdomäne für weiterführende Analysen in größeren Mengen 
überproduzieren und aufreinigen zu können, wurde der pET28a Vektor zur 
Konstruktion der yadA-Überexpressionsplasmide verwendet. Er besitzt einen 
starken T7-Promotor, der eine entsprechende Überexpression des Proteins 
ermöglicht, wenn das Plasmid in einen E.coli Stamm transformiert wird, der die 
T7-RNA-Polymerase synthetisiert. Für die Überexpression wurde der Stamm 
BL21λDE3 verwendet. Mittels PCR wurden die für die Kopfbereiche kodierenden 
Sequenzen des yadApstb- bzw. yadApstbΔ53-83-Gens mit den Primern Nr. I58 und 
I219 (siehe Tabelle 3.3) generiert und in die NheI/XhoI Schnittstelle des Vektors 
pET28a kloniert, so dass die Proteine am N-Terminus mit sechs Histidincodons 
fusioniert wurden. Der His-Tag ermöglicht eine Reinigung des Proteins über eine 
Ni-NTA-Affinitätschromatografie (siehe Kapitel 3.3.3).  
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3.3 Biochemische Methoden 
 
3.3.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Immunoblotanalyse  
 
Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese ermöglicht es, Proteine in Abhängig-
keit ihres Molekulargewichts in einer Polyacrylamidgelmatrix aufzutrennen. Dies 
wird durch die Eigenschaften des Sodiumdodecylsulfats (SDS) erreicht. Das 
anionische Detergenz SDS bindet an Proteine und führt dabei sowohl zu deren 
Entfaltung als auch zu einer negativen Ladung der Proteine, so dass der Gellauf 
der Proteine nur von ihrem Molekulargewicht bestimmt wird.  
Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese wurde nach Laemmli (1970) durchge-
führt. Es kamen 10-15 %ige Polyacrylamid-Trenngele (pH 8,8) und  
4 %ige Sammelgele (pH 6,8) zum Einsatz. Für Ganzzellextrakte aus Bakterien-
kulturen wurde 1 ml durch Zentrifugation pelletiert, in 100 µl 1x SDS-Probenpuffer 
(4x SDS-Probenpuffer: 0,24 M Tris-HCl pH 6,8; 8 % SDS; 40 % Glyzerin; 12 % 
DTT; 0,004 % Bromphenolblau) resuspendiert und mit 1 µl Benzonase (Merck) 
versetzt. 10–20 µl der Probe wurden für die Geleelektrophorese (Elektrophorese-
puffer: 25 mM Tris; 0,19 M Glycin; 0,1 % SDS) eingesetzt. Die Gele wurden im 
Anschluss entweder mit Coomassie Färbelösung (1,25 g Coomassie Brillant 
G250; 225 ml Methanol; 50 ml Essigsäure; 225 ml Aqua dest.) für 1 h gefärbt und 
danach mit Entfärbelösung (30 % Methanol, 10 % Essigsäure) für 2 h entfärbt 
oder ungefärbt für eine Immunoblotanalyse (Western-Blot) verwendet.  
Die Immunoblotanalyse wurde nach der Methode von Towbin et al. (1979) 
durchgeführt. Sie dient dem immunologischen Nachweis von gelelektrophoretisch 
aufgetrennten Proteinen. Zum Einsatz kam eine Immobilon-P Membran (PVDF 
0,45 µm; Millipore). Dem Transfer der Proteine folgte eine einstündige 
Absättigung unspezifischer Bindungen durch Inkubation in TBSTM (20 mM Tris 
pH 7,5; 150 mM NaCl; 0,05 % TWEEN-20; 5 % Magermilchpulver). Für den 
Nachweis des YadA-Proteins wurde ein polyklonaler Antikörper benutzt, der in 
TBSTM 1:1000 verdünnt wurde. Dieser war in einem Kaninchen generiert worden, 
so dass nach drei Waschschritten mit TBST der Antigen-Antikörper-Komplex 
mittels eines sekundären, alkalische Phosphatase konjugierten anti-Kaninchen-
Antikörpers (Sigma, 1:8000 in TBSTM) detektiert werden konnte. Die Membran 
wurde jeweils 1 h mit den Antikörpern inkubiert. Den letzten beiden Wasch-
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schritten mit TBST und AP-Puffer (100 mM Tris-HCl pH 9,5; 100 mM NaCl; 5 mM 
MgCl
2
) für je 10 min schloss sich die Farbreaktion mit dem chromagenen Farb-
substrat (BCIP/NBT) in AP-Puffer an, die das zu detektierende Protein sichtbar 
machte. Die Farbreaktion wurde durch Zugabe von H20 gestoppt. 
 
3.3.2 Außenmembranpräparation 
 
Für die Präparation der Außenmembran wurden 200 ml einer über Nacht 
gewachsenen Bakterienkultur bei 4°C abzentrifugiert und das Pellet in 20 ml TEM 
Puffer (10 mM Tris-HCl, 5 mM EDTA pH 7,8, 1 mM β-Mercaptoethanol) sorgfältig 
bei 4°C resuspendiert. Die Zellen wurden mit Hilfe einer French Press in drei 
Durchgängen bei 1000 psi aufgeschlossen. Zelltrümmer wurden durch „low-
speed“-Zentrifugation abgetrennt und die Membranen durch einstündige 
Zentrifugation bei 100.000 x g pelletiert. Das Membran-Pellet wurde in 20 ml SM 
Puffer (0,5 % Sarkosyl, 1 mM β-Mercaptoethanol) resuspendiert und über Nacht 
bei 4°C inkubiert. Anschließend erfolgte ein weiterer einstündiger Zentrifugations-
schritt bei 100.000 x g. Das die Außenmembran enthaltende Pellet wurde in 200 
µl SDS-Probenpuffer resuspendiert und mittels SDS-Gelelektrophorese analysiert. 
 
3.3.3 Überexpression und Reinigung von YadA-Proteinderivaten unter 
nativen Bedingungen 
 
Um größere Mengen von den gereinigten YadA-Proteinderivaten YadApstbaa26-
253 und YadApstbΔ53-83 aa26-253 zu erhalten, wurden die konstruierten Über-
expressionplasmide pTH 37 bzw. pTH38 (siehe Kapitel 3.2.3) überexprimiert und 
nativ aufgereinigt. Dazu wurden Kulturen der beiden Überexpressionsstämme bei 
einer OD600 von 0,5–0,7 mit 2 mM IPTG induziert. Nach 2 h weiteren Wachstums 
bei 37°C wurden die Zellen pelletiert, in 2 bis 5 ml Lysispuffer (50 mM NaH2PO4, 
300 mM NaCl, 10 mM Imidazol, pH 8,0) pro Gramm Nassgewicht sorgfältig 
resuspendiert und mit Hilfe der French Press in drei Durchgängen bei je 1000 psi 
aufgeschlossen. Das Lysat wurde bei 25.000 x g 30 min bei 4°C zentrifugiert. Die 
Reinigung der YadA-6xHis-Proteine erfolgte mittels Affinitätschromatografie mit 
Ni-NTA Agarose (Qiagen). Das Lysat wurde im Verhältis 1:5 mit 50 % Ni-NTA 
Agarose versetzt. Das Lysat-Agarose-Gemisch wurde nach einstündigem 
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Schwenken bei 4°C auf eine Econo-Säule (BioRad) gegeben. Die Säule wurde 
nach dem Durchfluss der Probe mit vier Säulenvolumen Waschpuffer (50 mM 
NaH2PO4, 300 mM NaCl, 20 mM Imidazol, pH 8,0) gewaschen. Die Elution 
erfolgte mit einem Säulenvolumen Elutionspuffer (50 mM NaH2PO4, 300 mM 
NaCl, 250 mM Imidazol, pH 8,0). Die Elutionsfraktionen und Ganzzellextrakte der 
Überexpressionskultur vor und nach Induktion wurden zur Kontrolle auf ein SDS-
Gel aufgetragen, elektrophoretisch getrennt und mit Coomassie Färbelösung 
sichtbar gemacht (siehe Kapitel 3.3.1). 
Zur weiteren Verwendung wurden die YadA-Proteinderivate gegen 10 mM Tris  
pH 8,0, 300 mM NaCl dialysiert (zweimal 2 h und über Nacht). Die Proteinkon-
zentration konnte mit Hilfe des Coomassie Protein Assay Reagent Kits (Pierce) 
photometrisch bei der OD595 unter Anwendung einer Eichgerade bestimmt 
werden. 
 
3.3.4 Analytische Größenausschlusschromatografie 
 
Die Größenausschlusschromatografie wird für die Bestimmung des Molekular-
gewichts von gelösten Proteinen genutzt. Für dieses Verfahren muss die 
Porengröße des Chromatografiematerials so groß sein, dass der Analyt hinein-
diffundieren kann. Es basiert darauf, dass für große Moleküle nicht alle Poren 
zugänglich sind, so dass diese früher als kleine Moleküle eluiert werden, denen 
ein größerer Teil der Poren zugänglich ist. 
Eine Superdex 200 HR 10/30 Säule wurde mit dem YadA-Dialysepuffer (10 mM 
Tris pH 8.0, 300 mM NaCl) äquilibriert, mit Carbonicanydrase (29 kDa) und BSA 
(66 kDa) kalibriert und anschließend wurden je 100 µl der gereinigten YadA-
Proteinderivate (0,5 mg/ml) über die Säule gegeben. Die Säulenchromatografie 
wurde mit dem FPLC-Systems Äkta 100 Explorer durchgeführt. Das Elutionsprofil 
wurde mittels UV-Adsorption gemessen und konnte durch das Unicorn 3.0 
Programm visualisiert und analysiert werden. 
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3.3.5 YadA-Bindestudien an Proteine der extrazellulären Matrix 
 
Um die Bindefähigkeit verschiedener YadA-Derivate an Moleküle der extra-
zellulären Matrix zu untersuchen, wurden Kollagen-, Laminin- und Fibronektin-
bindeassays durchgeführt. Dazu wurden 96-well Immuno-Maxisorp Platten 
(NUNC) mit 100 µl 10 µg/ml Kollagen Typ I, II oder Laminin (Sigma) in TBS (150 
mM NaCl, 20 mM Tris-HCl, pH 7,5) bei 4°C über Nacht beschichtet. Nach 
Waschen mit TBS wurden für 1 h unspezifische Bindungen mit 2 % BSA (Sigma) 
in TBS abgesättigt. Übernachtkulturen YadA-exprimierender Bakterien wurden 
einmal in TBS gewaschen und in 2 % BSA in TBS so resuspendiert, dass die 
Konzentrationen der verschiedenen Bakterienstämme angeglichen wurden. Für 1 
h wurden je 106 Bakterien in den mit extrazellulären Matrixproteinen beschich-
teten wells inkubiert. Im Anschluss wurden die adhärenten Bakterien mit  
4 % Paraformaldehyd für 20 min fixiert und mit 100 µl  Kristallviolett (Merck, 
Stammlösung: 1,5 g Kristallviolett in 100 ml EtOH, Färbelösung: 200 µl 
Stammlösung in 10 ml H20) für 10 min gefärbt. Nach dreimaligem Waschen folgte 
die Detektion der gefärbten Bakterien mittels eines Mikroplatten-Lesegerätes 
(BioRad) bei einer OD von 450 nm.  
Zur Analyse der Bindung an das extrazelluläre Matrixprotein Fibronektin wurden 
Deckgläschen in einer 24-well Platte mit 100 µl zellulärem Fibronektin (10 µg/ml, 
Sigma) in TBS über Nacht bei 4°C beschichtet. Nach Absättigung unspezifischer 
Bindungen mit 2 % BSA in TBS für 1 h wurden 107 YadA-exprimierende Bakterien 
in 2 % BSA in TBS auf die Fibronektin-beschichteten Deckgläschen gegeben und 
für 1 h inkubiert. Nach 20minütiger Fixierung der gebundenen Bakterien mit 4 % 
Paraformaldehyd und anschließendem dreimaligem Waschen wurden die 
Präparate umgedreht auf einen Tropfen Glycerin (80 %) auf einen Objektträger 
überführt und mit Nagellack versiegelt. Gebundene Bakterien konnten bei mikros-
kopischer Betrachtung gezählt werden. Es wurden jeweils 30 Ausschnitte von drei 
unabhängigen Präparaten ausgewertet. 
Um die Bindung beschichteter Latexkugeln an die verschiedenen Proteine der 
extrazellulären Matrix zu untersuchen, wurden die Glasplättchen mit Kollagen 
oder Fibronektin über Nacht mit den EZM-Molekülen beschichtet. Die 
Vorgehensweise entsprach der bereits für die Assays mit YadA-exprimierenden 
Bakterien beschriebenen. Es wurden 105-107 Latexkugeln pro Assay eingesetzt. 
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3.3.6 Untersuchung der Serumresistenz 
 
Zur Analyse der YadA-vermittelten Serumresistenz wurden Überlebensversuche 
in humanem Serum durchgeführt. Von einer Bakteriensuspension mit 300-600  
YadA-exprimierenden Bakterien wurden 10 µl mit 5 %igem humanem Serum bei 
37°C für 1 h inkubiert. Als Kontrollen wurde bei 56°C für 30 min inaktiviertes 
Serum bzw. MgCl2 (5 mM) verwendet. Überlebende Bakterien wurden durch 
Ausplattieren auf LB-Platten und anschließendes Auszählen detektiert. Die 
Überlebensrate wurde relativ zu der Zahl überlebender Bakterien nach der 
Inkubation mit inaktiviertem Serum bzw. MgCl2 berechnet. 
 
3.3.7 Untersuchung der Autoagglutination 
 
Autoagglutination kann beobachtet werden, wenn Übernachtkulturen YadA-
exprimierender Bakterien bei Raumtemperatur ohne weiteres Schütteln inkubiert 
werden, miteinander aggregieren und sich am Boden des Kulturgefäßes 
absetzen. Das schnelle Aufklaren des Mediums und Agglutinieren sowie der 
während der Inkubation über Nacht gebildete Biofilm wurde mittels einer Digital-
kamera dokumentiert. Zur Quantifizierung der Autoagglutination wurden YadA-
exprimierende Übernachtkulturen so mit frischem Medium verdünnt, dass alle 
Kulturen eine OD600 von 1 hatten und die Autoagglutination durch die Abnahme 
der OD600 gemessen werden konnte. 
 
3.3.8 Untersuchung der Hämagglutination 
 
Die Analyse der Hämagglutination erfolgt durch Inkubation YadA-exprimierender 
Bakterien mit Erythrozyten. Bei Übernachtkulturen YadA-exprimierender 
Bakterien wurde die OD600 auf einen Wert von 0,3 eingestellt. Von dieser 
Suspension und mehreren 1:2 Verdünnungen wurden 50 µl zusammen mit 50 µl  
2 %iger Schafserythrozyten-Lösung (Oxoid) in die u-förmigen wells einer 96-well 
Polypropylene-Platte (Costar) gegeben. Nach kurzem Rotieren der Mikrotiterplatte 
für 0,5 min auf einem Schütteltisch wurde die Hämagglutination nach 15 min 
fotografisch festgehalten. 
 
 
 31
3. Material und Methoden 
3.3.9 Beschichtung von Latexkugeln mit YadA-Proteinderivaten 
 
Um die Bindeeigenschaften der YadA-Proteinderivate YadApstbaa26-253 und 
YadApstbΔ53-83 aa26-253 an Moleküle der extrazellulären Matrix und HEp-2 
Zellen untersuchen zu können, wurden Latexkugeln mit diesen Proteinderivaten 
beschichtet. Für diesen Zweck wurden 109 Latexkugeln (1 µm, Sigma) in Glas-
zentrifugenröhrchen mit 1 ml PBS gewaschen und resuspendiert. 20 µl dieser 
Latexkugeln wurden in 1 ml PBS gegeben, ein weiteres Mal durch fünfminütige 
Zentrifugation bei 12.000 upm gewaschen und in 1 ml Beschichtungspuffer (0,2 M 
NaHCO3, pH 8,6, 0,5 M NaCl) aufgenommen. Nach einem weiteren Waschschritt 
wurden die Latexkugeln in 100 µl des Beschichtungspuffers resuspendiert und 
gereinigtes, dialysiertes YadA-Proteinderivat in gewünschter Konzentration (0,1-1 
mg/ml) hinzugefügt. Nach einstündiger Inkubation bei 37°C wurde 500 µl 
Beschichtungspuffer zugesetzt, die Probe für 30 Sekunden einer 
Ultraschallbehandlung unterzogen, 500 µl 20 mg/ml BSA in Beschichtungspuffer 
hinzugefügt und der Ansatz für 1 h bei 37°C inkubiert. Abschließend wurden die 
Latexkugeln mit 1 mg/ml BSA in PBS gewaschen und in 1 ml 0,2 mg/ml BSA in 
PBS resuspendiert und bei 4°C aufbewahrt. Die Beschichtungseffizienz wurde 
durch Bestimmung der Proteinkonzentration vor und nach der Beschichtung 
ermittelt sowie die Beschichtung mittels Immunoblotanalyse überprüft. 
 
3.4 Zellbiologische Methoden 
 
3.4.1 Adhäsions- und Invasionsassay 
 
Adhäsions- und Invasionsassays ermöglichen es, die Fähigkeit verschiedener 
Bakterienstämme, an eukaryotische Wirtszellen zu binden und in sie einzuwan-
dern, zu quantifizieren. Dazu wurden 5 x 104 HEp-2 Zellen in eine 24-well Platte 
(Biochrom) ausgesät und über Nacht kultiviert, so dass sie zu 80 % konfluent den 
Boden des Kulturgefäßes bedeckten. Nach dreimaligem Waschen der HEp-2 
Zellen mit PBS wurden sie vor Zugabe der Bakterien mit Bindepuffer inkubiert 
(RPMI1640, 20 mM HEPES pH 7,0, 0,4 % BSA). Übernachtkulturen der Bakterien 
wurden einmal mit PBS gewaschen, die OD600 bestimmt und so in PBS 
resuspendiert, dass sich eine Infektionsdosis von 100 Bakterien pro Zelle ergab. 
Die Lebendzellzahl der eingesetzten Bakteriensuspensionen wurde zusätzlich 
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durch Ausplattieren einiger 1:10 Verdünnungen (10-4-10-7) ermittelt. Nachdem die 
Bakterien zu den HEp-2 Zellen gegeben wurden, erfolgte zur Bestimmung der 
Adhäsion eine einstündige Inkubation bei 20°C. Zur Bestimmung der Invasion 
wurden die Zellen für 1h bei 37°C inkubiert, gefolgt von einer einstündigen 
Inkubation mit gentamycinhaltigem Bindepuffer (500 µg/ml), um extrazelluläre 
Bakterien abzutöten. Nach den Inkubationszeiten folgten 3-5 Waschschritte mit 
PBS und die anschließende Zelllyse mit 200 µl 0,1 %igem Triton X 100. Die 
Zelllysate wurden in LB verdünnt und in geeigneten Verdünnungstufen (1:5, 1:25, 
1:125, 1:625) ausplattiert und ausgezählt. 
Bei Invasionsassays mit inhibierenden, gegen extrazelluläre Matrixproteine oder 
Integrine gerichteten Antikörpern wurden die Zellen für 30 min vor Zugabe der 
Bakterien mit in Bindepuffer verdünnten Antikörpern bei 20°C inkubiert. Folgende 
Antikörper wurden verwendet: anti-Fibronektin (Calbiochem und Sigma), anti-
Kollagen Typ I, II und IV (Chemicon und Sigma), anti-Laminin (Chemicon), 
GRGDSP- und GRGESP Peptide (GibcoBRL), monklonale Integrin-blockierende 
Antikörper gegen α1 5E8D (Upstate), α2 (Chemicon), α3 P1B5 (Chemicon), α4 
P1H4 (Chemicon), α5 BIIG2 (Hybridoma Bank, University of Iowa), α5β1 
(Chemicon), αv M9 (Chemicon), β1 4B7 (Calbiochem). 
 
3.4.2 Invasionsassays mit beschichteten Latexkugeln 
 
Die Anheftung oder Internalisierung von mit YadA-Proteinderivaten 
beschichteten Latexkugeln an bzw. in eukayotische Wirtszellen wurde anhand 
von Adhäsions- bzw. Invasionsassays und mikroskopischen Präparaten im 
Phasenkontrast und bei Fluoreszenz (FITC-Filter) beurteilt. 
5 x 104 HEp-2 Zellen wurden dazu in 24-well Platten auf Deckgläschen ausgesät 
und über Nacht bei 37°C, 5 % CO2 inkubiert. Die Zellen wurden einmal mit PBS 
gewaschen und in Bindepuffer (RPMI 1640, 20 mM HEPES, pH 7,0, 0,4 % BSA) 
inkubiert, bevor 106-107 beschichtete Latexkugeln zu den Zellen gegeben wurden. 
Nach fünfminütiger Zentrifugation bei 1000 upm folgte für 2 h eine Inkubation bei 
37°C und 5 % CO2. Nach drei Waschschritten mit PBS wurden die Zellen mit  
2 % Paraformaldehyd 20 min fixiert. Nach Waschen mit PBS wurden die Zellen 
zum Absättigen unspezifischer Bindungen mit 2 % Ziegenserum in PBS für eine  
1 h inkubiert. Im Anschluss wurden die Zellen für 1 h mit anti-YadA-Antikörper in  
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2 % Ziegenserum in PBS (1:500) inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS 
folgte eine einstündige Inkubation mit einem FITC-konjugierten anti-Kaninchen- 
Antikörper in 2 % Ziegenserum in PBS (1:1000). Die Deckgläschen wurden nach 
dreimaligem Waschen umgedreht in 80 % Glycerin eingebettet und versiegelt. Die 
Quantifizierung adhärenter und internalisierter Latexkugeln erfolgte mittels eines 
Zeiss Axiovert II Mikroskops. Im Phasenkontrast sind sowohl die gebundenen als 
auch internalisierten Latexkugeln zu erkennen. Bei der Fluoreszenzansicht sind 
nur die adhärenten Latexkugeln sichtbar, da nur diese von den sekundären 
Antikörpern detektiert werden können. 
 
3.4.3 Herstellung von Ganzzellextrakten für die Immunoblotanalyse 
 
Die Aktivierung verschiedener Signalmoleküle der eukaryotischen Zelle infolge 
der Infektion mit YadA-beschichteten Latexkugeln wurde durch die Detektion des 
Phosphorylierungsstatus der Signalmoleküle untersucht. HEp-2 Zellen wurden in 
6-well Platten ausgesät und bis zu einer Konfluenz von 70-80 % kultiviert. Die 
Zellen wurden für ca. 20 h in serumfreiem RPMI Medium unter Hunger-
bedingungen inkubiert. Nach Waschen der Zellen mit PBS wurden  
10 µg/ml der gereinigten und dialysierten YadA-Proteinderivate YadApstbaa26-253 
und YadApstbΔ53-83 aa26-253 dazugegeben und für 0, 5, 10, 15, 30, 45 und  
60 min bei 37°C und 5 % CO2 inkubiert. Anschließend wurde der Überstand 
entfernt und die Zellen mit 200 µl SDS Probenpuffer lysiert und mit Hilfe eines 
Zellschabers abgelöst. Die Extrakte wurden für 5 min bei 95°C gekocht und für  
5 min abzentrifugiert. 10-20 µl wurden durch eine SDS-Gelelektrophorese 
aufgetrennt und im anschließenden Immunoblot analysiert. Primäre Antikörper, 
die gegen die phosphorylierte und zur Kontrolle gegen die unphosphorylierte 
Form der Signalmoleküle gerichtet waren, wurden von den Firmen New England 
Biolabs und Calbiochem bezogen. Beim sekundären Antikörper handelte es sich 
um ein Peroxidase-Konjugat (Sigma). Die Detektion der Proteine erfolgte mittels 
einer Chemilumineszenz-Reaktion mit Hilfe des „Western Lightning Chemi-
luminescence Reagent“ (Perkin Elmer). 
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3.4.4 IL-8-ELISA 
 
Zur Bestimmung der IL-8-Sekretion wurden in 24-well Platten ausgesäte HEp-2 
Zellen einmal mit PBS gewaschen und in Bindepuffer (RPMI 1640, 20 mM 
HEPES, pH 7,0, 0,4 % BSA) inkubiert. Übernachtkulturen der zu testenden 
Bakterien wurden in PBS gewaschen und so resuspendiert, dass sich jeweils eine 
Infektionsdosis von 100 Bakterien pro Zelle ergab. Nach vierstündiger Infektion 
wurden die HEp-2 Zellen einmal mit PBS gewaschen und über Nacht in 
Bindepuffer mit Gentamicin (500 µg/ml) bei 37°C inkubiert. Sollte die IL-8- 
Sekretion durch die löslichen YadA-Proteinderivate YadApstbaa26-253 und 
YadApstbΔ53-83 aa26-253 untersucht werden, wurden die HEp-2 Zellen mit 
verschiedenen Konzentrationen (10-500 µg/ml) der YadA-Proteinderivate für ca. 
20 h bei 37°C und 5 % CO2 inkubiert. Sowohl bei bakterieller Infektion als auch 
bei der Infektion mit den löslichen Proteinen wurden die Zellüberstände nach der 
Inkubationszeit abzentrifugiert und zur Bestimmung des IL-8-Gehalts 1:5 verdünnt 
in einem „Human IL-8-ELISA Kit“ der Firma Ray Biotech eingesetzt. Der ELISA 
wurde gemäß den Angaben des Herstellers durchgeführt: 100 µl der 
Zellüberstände oder der IL-8-Standard-Verdünnungen wurde in die mit anti-IL-8-
Antikörper beschichteten wells pipettiert und für 2,5 h bei Raumtemperatur 
inkubiert. Nach viermaligem Waschen mit 1 x Waschlösung wurden pro well  
100 µl 1:80 verdünnter, 1 x biotinylierter anti-IL-8-Antikörper hinzugefügt. Es folgte 
eine einstündige Inkubation bei Raumtemperatur und viermaliges Waschen. Im 
Anschluss wurden 100 µl 1:30.000 verdünntes Peroxidase-Streptavidin in die 
wells pipettiert und für 45 min inkubiert. Die Reaktion wurde nach fünfmaligem 
Waschen durch 100 µl TMB Substrat Reagenz entwickelt und nach 30 min durch 
Zugabe von 50 µl Stop-Lösung beendet. Die Intensität der Gelbfärbung wurde bei 
450 nm mittels eines Mikroplatten-Lesegerätes (BioRad) quantifiziert. 
Rekombinantes IL-8 diente dabei als Standard. 
 
3.5 Tierversuche 
 
Um die Bedeutung verschiedener YadA-Proteine für den Infektionsverlauf in vivo 
bestimmen zu können, wurden Tierversuche durchgeführt. Weibliche 6-8 Wochen 
alte BALB/c Mäuse wurden mit Hilfe von Knopfkanülen mit 5 x 109  Bakterien 
infiziert. Die Bakteriensuspensionen enthielten zu gleichen Teilen die Stämme  
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Y. pseudotuberculosis YP45 (yadApstb) und YP46 (yadApstbΔ53-83) bzw. YP45 
(yadApstb) und YP47 (yadApstb-). Nach zwei Tagen Infektionsdauer wurden die 
Mäuse mit dem Narkotikum Isofuran getötet und die Leber, Niere, Milz, das Ileum 
und die mesenterialen Lymphknoten entnommen. Die Organe wurden in PBS 
homogenisiert, wobei das Ileum zuvor 30 min in PBS mit 100 µg/ml Gentamycin 
inkubiert und anschließend gut gewaschen wurde. Die Anzahl an Bakterien pro 
Gramm Organ wurde durch Ausplattieren und Auszählen von Verdünnungsstufen 
der Organhomogenisate auf Yersinia-Selektivmedium (Oxoid) ermittelt. Für die 
Selektion der Bakterien der Y. pseudotuberculosis Stämme YP46 und YP47 
wurden geeignete Verdünnungsstufen jedes Organs auf kanamycinhaltige LB-
Platten replikaplattiert und ausgezählt. 
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4. Ergebnisse 
 
4.1 Analyse von Funktions- und Strukturunterschieden von  
YadA aus Y. pseudotuberculosis und Y. enterocolitica 
 
4.1.1 YadA-vermittelte Adhäsion und Invasion in eukaryotische Zellen 
 
Das zunächst als P1 bzw. Yop1 (Bolin et al., 1982; Rosqvist & Wolf-Watz, 1986) 
beschriebene Außenmembranprotein YadA wird bei 37°C in der exponentiellen 
Wachstumsphase exprimiert. Es vermittelt eine effiziente Bindung enteropatho-
gener Yersinien an Epithelzellen (Heesemann & Gruter, 1987). Um beurteilen zu 
können, ob YadA auch zu einer Invasion fähig ist, wurden die yadA-Gene aus  
Y. pseudotuberculosis (yadApstb) und Y. enterocolitica (yadAent) unter die Kontrolle 
des pBAD18-Promotors kloniert. Die yadA-Expression wurde in E. coli K-12 und 
Y. pseudotuberculosis YP31 (pIB1-, inv-) durch die Zugabe von Arabinose 
induziert. Dies ermöglichte bei den gewählten Versuchsbedingungen in 
Abwesenheit von VirF, dem transkriptionellen Aktivator der yadA-Expression, eine 
von anderen Virulenzfaktoren unbeeinflusste Analyse der YadA-vermittelten 
Invasion.  
Abbildung 4.1 zeigt die relativen Adhäsions- und Invasionsraten nach einstündiger 
Infektion von humanen Epithelzellen (HEp-2) mit den verschiedenen YadA-
exprimierenden Bakterien. Ein Vergleich der Adhäsionsraten verdeutlicht, dass 
sowohl bei der Expression in E. coli als auch in Y. pseudotuberculosis YP31 
YadApstb und YadAent annähernd gleich stark an die Wirtszellen adhärierten. Im 
Gegensatz zu dem ähnlichen Bindeverhalten der beiden YadA-Proteine kann 
jedoch bezüglich der Invasion ein sehr großer Unterschied zwischen YadApstb und 
YadAent festgestellt werden. So ergibt sich, vermittelt durch das YadA-Protein aus 
Y. enterocolitica, eine um ca. 90 % geringere Invasion. Absolut betrachtet konnten 
insgesamt ca. 20-30 % der eingesetzten Bakterien binden und 3-5 % der 
YadApstb-exprimierenden bzw. 0,3-0,5 % der YadAent-exprimierenden Bakterien in 
die Wirtszellen einwandern.  
Diese Versuchsergebnisse machen deutlich, dass nur das YadApstb-Protein eine 
effiziente Einwanderung in eukaryotische Wirtszellen vermitteln kann. Es stellt 
damit neben Invasin einen zweiten Internalisationsfaktor für Y. pseudotuber-
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culosis dar. Da die Expression von inv genau gegensätzlich zu der von yadA 
bereits bei moderaten Temperaturen während der stationären Wachstumsphase 
in Vollmedium erfolgt, kann davon ausgegangen werden, dass diese beiden 
Invasionsfaktoren zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Infektion für  
Y. pseudotuberculosis von Bedeutung sind.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 4.1: Vergleich der Adhäsions- und Invasionsfähigkeit von YadA aus Y. pseudo-
tuberculosis und Y. enterocolitica. Adhäsions- und Invasionsassays mit YadA-exprimierenden 
E. coli und Y. pseudotuberculosis YP31 Stämmen. Als Vektorkontrolle (V) wurde pBAD18 
verwendet. 5 x 104 HEp-2 Zellen wurden mit 106 Bakterien infiziert. Jeder Wert repräsentiert den 
Mittelwert von drei unabhängigen Assays und ist in Relation zu der auf den Wert 1 festgesetzten 
YadApstb-vermittelten Adhäsion bzw. Invasion dargestellt. 
 
Parkhill & Thomson (2003) konnten zeigen, dass die enteropathogenen Spezies 
Y. enterocolitica und Y. pseudotuberculosis weniger als 75 % Sequenzähnlichkeit 
aufweisen. Aus diesem Grund könnten genetische Unterschiede der YadA-
Proteine für das beobachtete Einwanderungsverhalten verantwortlich sein. 
 
4.1.2 Charakterisierung struktureller Unterschiede von YadApstb und 
YadAent 
 
YadA ist ein Homotrimer, dessen „Lollipop“-förmige Strukturen die Bakterien-
oberfläche kapselähnlich bedecken. Innerhalb der Lollipops können drei 
Domänen unterschieden werden: Der C-Terminus bildet den Anker in der 
Außenmembran. Aus ihm geht eine Stiel-Region hervor, die mit einer Nacken-
Region in die N-terminale Kopf-Domäne übergeht (Hoiczyk et al., 2000). Um 
mögliche strukturelle Ursachen für das unterschiedliche Invasionsvermögen von 
YadApstb und YadAent zu identifizieren, wurden die Aminosäuresequenzen von 
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YadA aus drei verschiedenen Y. enterocolitica Serotypen mit der von YadA aus  
Y. pseudotuberculosis verglichen. 
Abbildung 4.2 zeigt eine sehr deutliche Abweichung der Aminosäuresequenzen 
im Kopfbereich. In YadApstb sind 31 zusätzliche Aminosäuren vorhanden, die in 
allen YadAent-Serotypen fehlen. Weitere Unterschiede bestehen in der Stielregion 
in Form von Insertionen, die in YadA aus Y. enterocolitica im Gegensatz zu YadA 
aus Y. pseudotuberculosis vorhanden sind. 
 
Stiel 
Membran- 
anker 
Kopf 
YadAent O:3       MTKDFKISVSAALISALFSSPYAFAD----DYDGIPNLTAVQISPNADPALG--------   48 
YadAent O:9       MTKDFKISVSAALISALFSSPYAFAD----DYNGIPNLTAVQISPNADPALG--------   48 
YadAent O:8       MTKDFKISVSAALISALFSSPYAFAN----NDE--VHFTAVQISPNADPDS---------   45 
YadApstb        MTKDFKISVSAALISALFSSPYAFAEEPEDGNDGIPRLSAVQISPNVDPKLGVGLYPAKP   60 
   *************************:    . :   .::*******.**            
 
YadAent O:3      -----------------------LEYPVRPPVPGAGGLNASAKGIHSIAIGATAEAAKGA   85 
YadAent O:9      -----------------------QEYPVRPPVPGAGGLNCSAKGIHSIAIGATAEAAKGA   85 
YadAent O:8      -----------------------HVVIFQPAAEALGGTNALAKSIHSIAVGASAEAAKQA   82 
YadApstb  ILRQENPKLPPRGPQGPEKKRARLAEAIQPQVLGAGGLNARAKDPYSIAIGATAEAAKPA   120 
                              .:* . . ** *. **. :***:**:***** * 
 
YadAent O:3       AVAVGAGSIATGVNSVAIGPLSKALGDSAVTYGAASTAQKDGVAIGARASTSDTGVAVGF   145 
YadAent O:9       AVAVGAGSIATGVNSVAIGPLSKALGDSAVTYGAASTAQKDGVAIGARASTSDTGVAVGF   145 
YadAent O:8       AVAVGAGSIATGVNSVAIGPLSKALGDSAVTYGAASTAQKDGVAIGARAFTSDTGVAVGF   142 
YadApstb        AVAVGSGSIATGVNSVAIGPLSKALGDSAVTYGASSTAQKDGVAIGARASASDTGVAVGF   180 
   *****:****************************:************** :********* 
 
YadAent O:3       NSKADAKNSVAIGHSSHVAANHGYSIAIGDRSKTDRENSVSIGHESLNRQLTHLAAGTKD   205 
YadAent O:9       NSKADAKNSVAIGHSSHVAANHGYSIAIGDRSKTDRENSVSIGHESLNRQLTHLAAGTKD   205 
YadAent O:8       NSKVDAKNSVAIGHSSHVAVDHDYSIAIGDRSKTDRKNSVSIGHESLNRQLTHLAAGTKD   202 
YadApstb        NSKVDAQNSVAIGHSSHVAADHGYSIAIGDHSKTDRENSVSIGHESLNRQLTHLAAGTED   240 
   ***.**:************.:*.*******:*****:*********************:* 
 
YadAent O:3       TDAVNVAQLKKEIEKTQENTNKRSAELLANANAYADNKSSSVLGIANNYTDSKSAETLEN   265 
YadAent O:9       TDAVNVAQLKKEIEKTQENTNKKSAELLAKPNAYADNKSSSVLGIANNYTDSKSAETLEN   265 
YadAent O:8       TDAVNVAQLKKEIEKTQVNANK---------------KSAEVLGIANNYTDSKSAETLEN   247 
YadApstb        TDAVNVAQLKKEM-----------------------------------------AETLEN   259 
   ************:                                         ****** 
 
YadAent O:3       ARKEAFAQSKDVLNMAKAHSNSVARTTLETAEEHANSVARTTLETAEEHANKKSAEALAS   325 
YadAent O:9       ARKEAFAQSKDVLNMAKAHSNSVARTTLETAEEHANSVARTTLETAEEHANKKSAEALAS   325 
YadAent O:8       ARKEAFDLSNDALDMAKKHSNSVARTTLETAEEHPN---------------KKSAETLAR   292 
YadApstb         ARKETLAQSNDVLDAAKKHSNSVARTTLETAEEHAN---------------KKSAEALVS   304 
                ****::  *:*.*: ** ****************.*               *****:*.. 
 
YadAent O:3       ANVYADSKSSHTLKTANSYTDVTVSNSTKKAIRESNQYTDHKFRQLDNRLDKLDTRVDKG   385 
YadAent O:9       ANVYADSKSSHTLKTANSYTDVTVSNSTKKAIRESNQYTDHKFRQLDNRLDKLDTRVDKG   385 
YadAent O:8       ANVYADSKSSHTLQTANSYTDVTVSNSTKKAIRESNQYTDHKFRQLDNRLDKLDTRVDKG   352 
YadApstb         AKVYADSNSSHTLKTANSYTDVTVSSSTKKAISESNQYTDHKFSQLDNRLDKLDKRVDKG   364 
   *:*****:*****:***********.****** ********** **********.***** 
 
YadAent O:3       LASSAALNSLFQPYGVGKVNFTAGVGGYRSSQALAIGSGYRVNENVALKAGVAYAGSSDV   445 
YadAent O:9       LASSAALNSLFQPYGVGKVNFTAGVGGYRSSQALAIGSGYRVNENVALKP-VWLIGSSDV   444 
YadAent O:8      LASSAALNSLFQPYGVGKVNFTAGVGGYRSSQALAIGSGYRVNESVALKAGVAYAGSSDV   412 
YadApstb         LASSAALNSLFQPYGVGKVNFTAGVGGYRSSQALAIGSGYRVNESVALKAGVAYAGSSNV   424 
   ********************************************.****. *   ***:* 
 
YadAent O:3       MYNASFNIEW   455 
YadAent O:9       MYNASFNIEW   454 
YadAent O:8      MYNASFNIEW   422 
YadApstb         MYNASFNIEW   434 
 
 
  ********** 
Abb. 4.2: Aminosäurevergleich von YadA aus Y. enterocolitica Serotyp O:3, O:8 und O:9 
und Y. pseudotuberculosis Typ III. Sterne zeigen identische, Punkte ähnliche Aminosäuren an. 
Rot hervorgehoben ist die Region der 31 zusätzlichen Aminosäuren in YadApstb. Schwarze und 
graue Balken markieren den Kopf-, Stiel- und Ankerbereich. 
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In den letzten Jahren konnten durch Analysen verschiedener YadAent-Mutanten 
bereits einigen Bereichen bzw. Aminosäureregionen des YadA-Proteins 
bestimmte Funktionen zugeordnet werden. Die N-terminale Domäne scheint an 
der Bindung von Neutrophilen, EZM-Proteinen sowie der Autoagglutination 
beteiligt zu sein (Roggenkamp et al., 1995, 1996; Tamm et al., 1993; Tahir et al., 
2000). Dies lässt eine funktionelle Rolle dieser Domäne bei der YadApstb-
vermittelten Invasion vermuten. Die im Kopfbereich von YadApstb zusätzlich 
lokalisierten 31Aminosäuren könnten somit dafür verantwortlich sein, dass 
YadApstb effiziente Invasion vermittelt. Da bisher keine funktionelle Beteiligung der 
Stielregion an der Bindung oder Einwanderung in Zellen nachgewiesen werden 
konnte (Roggenkamp et al., 2003), scheint den in YadAent hier zusätzlich 
vorhandenen Aminosäuren keine Bedeutung für das unterschiedliche 
Invasionsverhalten der beiden Proteine zuzukommen. 
 
4.2 Identifikation einer invasionsspezifischen Domäne in YadApstb 
 
Um zu analysieren, ob die in dem YadAent-Protein fehlenden 31 Aminosäuren 
eine funktionelle Rolle bei der Invasion von Y. pseudotuberculosis in 
eukaryotische Zellen einnehmen, wurde eine entsprechende Deletion der 
Aminosäuren 53-83 mittels 2-Schritt-PCR in das yadA-Gen aus Y. pseudo-
tuberculosis eingeführt. Die Expression des yadApstbΔ53-83-Gens in E. coli K-12 
und Y. pseudotubercuolsis YP31 (pIB1-, inv-) stand, wie die der Wildtypgene, 
unter der Kontrolle des pBAD18-Promotors. Um in einem ersten Schritt 
auszuschließen, dass sich die eingeführte Deletion auf die Trimerisierung oder 
Oberflächenexposition des Proteins auswirkt, wurde die Außenmembran aus 
YadA-exprimierenden Y. pseudotuberculosis YP31 und E. coli K-12 Stämmen 
präpariert.  
In Abbildung 4.3 A ist deutlich zu erkennen, dass die Deletion der  
31 Aminosäuren keinen Einfluss auf die Trimerbildung und Oberflächenexposition 
des YadApstbΔ53-83-Proteins hat. YadA-Trimere sind gegenüber den denatu-
rierenden Eigenschaften des SDS äußerst stabil, so dass sie in Außenmembran-
präparationen als 180-200 kDa große Oligomere detektiert werden können (Eitel 
& Dersch, 2002; Roggenkamp et al., 2003; Cotter et al., 2006). Erwartungsgemäß 
war für das YadApstbΔ53-83-Protein im Vergleich zu dem YadApstb-Protein ein 
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Größenunterschied zu beobachten. Das YadApstbΔ53-83- und das YadAent-Protein 
gleichen sich hinsichtlich der Größe und des Bandenmusters unabhängig davon, 
ob die YadA-Derivate in Y. pseudotuberculosis YP31 (siehe Abbildung 4.3 A) oder 
E. coli K-12 (Daten nicht gezeigt) exprimiert wurden. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
B 
YadA 
A 
Abb. 4.3: YadA-Expression in der Außenmembran und YadA-vermittelte Adhäsion und 
Invasion. Als Vektorkontrolle (V) wurde pBAD18 verwendet. (A) Westernblot-Analyse von 
Außenmembranpräparationen von YadA-exprimierenden YP31 Stämmen. YadA wurde mit einem 
polyklonalen Antikörper detektiert. (B) Adhäsions- und Invasionsassays mit YadA-exprimierenden 
E. coli K-12 und Y. pseudotuberculosis YP31 Stämmen. 5 x 104 HEp-2 Zellen wurden mit  
106 Bakterien infiziert. Jeder Wert repräsentiert den Mittelwert von drei unabhängigen Assays und 
ist in Relation zu der auf den Wert 1 festgesetzten YadApstb-vermittelten Adhäsion bzw. Invasion 
dargestellt. 
 
Im Anschluss wurde mit Hilfe von Adhäsions- und Invasionsassays das Binde- 
und Einwanderungsverhalten YadApstbΔ53-83-exprimierender Bakterien unter-
sucht. Diese binden, wie in Abbildung 4.3 B dargestellt, mit der gleichen Effizienz 
an Epithelzellen wie YadApstb- und YadAent-exprimierende Bakterien. Die 
Invasionsfähigkeit hingegen war durch die Deletion der 31 Aminosäuren im 
Vergleich zu YadApstb extrem abgeschwächt. Die YadApstbΔ53-83-vermittelte 
Invasion war sehr gering und entsprach der von YadAent-exprimierenden 
Bakterien. Demzufolge weisen das YadApstbΔ53-83- und das YadAent-Protein 
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ähnliche Adhäsions- und Invasionseigenschaften auf. Die 31 zusätzlichen 
Aminosäuren im N-terminalen Kopfbereich von YadApstb sind somit für die 
Invasion essentiell und scheinen eine invasionsspezifische Subdomäne 
auszubilden. Die Adhäsionsfähigkeit des YadA-Proteins ist jedoch von dieser 
Domäne unabhängig. 
 
4.3 Funktionelle Analyse von Aminosäuren innerhalb der invasions-
spezifischen Domäne von YadApstb 
 
Nach der Identifikation der invasionsspezifischen Domäne von YadApstb wurde 
durch gerichtete Mutagenese eine Reihe von Punktmutationen in dem Bereich der 
31 Aminosäuren eingeführt (siehe Tabelle 4.1). Diese sollten Aufschluss über 
einzelne, für die Invasion kritische Aminosäuren geben. Vor allem geladene 
Aminosäuren und Proline wurden ausgetauscht, da sie eine wichtige Rolle bei der 
Interaktion anderer bakterieller Liganden mit ihren Rezeptoren spielen (Leong et 
al., 1995; Jeng et al., 2003). Proline kommen darüber hinaus sehr häufig in der 
Invasionsdomäne vor und könnten als α-Helix-brechende Aminosäure 
strukturbestimmend für den YadApstb-Kopfbereich sein.  
 
Tabelle 4.1: Übersicht der YadApstb-Punktmutanten und ihrer Adhäsions- und Invasions-
fähigkeiten. 5 x 104 HEp-2 Zellen wurden mit 106 YadA-exprimierenden Bakterien infiziert. Jeder 
Wert repräsentiert den Mittelwert von drei unabhängigen Assays und ist in Relation zu der auf den 
Wert 1 festgesetzten YadApstb-vermittelten Adhäsion bzw. Invasion dargestellt. 
E. coli K-12 relative Adhäsionsrate relative Invasionsrate 
   
YadApstb 1 1 
YadApstbA58E 0,6 ± 0,23 0,24 ± 0,17 
YadApstbK59A 0,7 ± 0,2 0,31 ± 0,15 
YadApstbP60A 0,86 ± 0,03 0,68 ± 0,11 
YadApstbE65A 0,99 ± 0,12 0,96 ± 0,15 
YadApstbP70, 71A 1,03 ± 0,25 0,92 ± 0,11 
YadApstbK79A 1,09 ± 0,19 1,02 ± 0,22 
 
Von den eingeführten Mutationen zeigten insgesamt nur zwei einen eindeutigen 
Effekt auf die YadApstb-vermittelte Invasion (siehe Tabelle 4.1). Es handelte sich 
dabei um den Austausch des Alanins an Position 58 zu Glutamat, der einen 
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Ladungswechsel bedingte, und den Austausch des Lysins an Position 59 zu 
Alanin, wodurch es zu einem Ladungsverlust kam. Beide Mutationen beein-
trächtigten die Oligomerisierung und die Expression der Proteine in der Außen-
membran nicht (Abbildung 4.4 A), reduzierten aber deutlich die Fähigkeit in 
Epithelzellen einzuwandern (Abbildung 4.4 B). Die YadApstbA58E- bzw. 
YadApstbK59A-exprimierenden Bakterien zeigten im Vergleich zum YadApstb- 
Wildtyp eine um ca. 70 % verringerte Invasionsrate. Demnach war der Effekt der 
beiden Austausche nicht so stark wie bei der Deletion der gesamten  
31 Aminosäuren. Des Weiteren muss berücksichtigt werden, dass auch bereits 
die Adhäsionsleistung der YadApstbA58E- bzw. YadApstbK59A-exprimierenden 
Bakterien auf ca. 60-70 % reduziert war (Abbildung 4.4 B) und sich infolgedessen 
eine verringerte Invasionsleistung ergeben kann. Die beiden Mutationen wirkten 
sich somit nicht allein auf die Internalisation aus. Insofern kann der nahezu 
vollständige Verlust der Invasivität, der durch die Deletion der 31 Aminosäuren 
hervorgerufen worden war, nicht mit einzelnen Aminosäuren der Region in 
Verbindung gebracht werden. Es kann daher davon ausgegangen werden, dass 
mehrere Aminosäuren für diese Eigenschaft von Bedeutung sind. 
Zur weiteren Eingrenzung der invasionsspezifischen Aminosäuren wurde der 
Effekt von kürzeren Teil-Deletionen in der Invasionsdomäne auf die Bindung an 
und die Einwanderung in eukaryotische Zellen untersucht. Die Deletionen der 
Aminosäuren 53-67 und 68-83 hatten keine Auswirkung auf die Oligomerisierung 
und Expression der YadA-Proteine (Abbildung 4.4 A). Wie in Abbildung 4.4 B zu 
erkennen ist, entsprach die von ihnen vermittelte Adhäsion an HEp-2 Zellen 
annähernd der des YadApstb-Wildtypproteins. Die Invasionsfähigkeit dieser YadA-
Varianten war dagegen signifikant auf ca. 30-50 % reduziert. Die Reduktion 
deutet zwar auf eine Bedeutung der 15 bzw. 16 Aminosäuren für das 
Invasionsverhalten hin, der eindeutigste und drastischste Einfluss ging jedoch von 
der Deletion der gesamten Aminosäureregion aus. Die Ergebnisse lassen 
vermuten, dass für die von dem YadApstb-Protein effizient vermittelte Invasion alle 
bzw. diverse Aminosäuren der Invasionsdomäne verantwortlich sind. Denkbar ist, 
dass durch das Vorhandensein der 31 Aminosäuren eine bestimmte Konformation 
des YadApstb-Proteins begünstigt wird, die für dessen Invasionsfähigkeit essentiell 
ist.  
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Abb.4.4: YadA-Expression in der Außenmembran und YadA-vermittelte Adhäsion und 
Invasion. Als Vektorkontrolle (V) wurde pBAD18 verwendet. (A) Westernblot-Analyse von 
Außenmembranpräparationen YadA-exprimierender YP31 Stämme. YadA wurde mit einem 
polyklonalen Antikörper detektiert. (B) Adhäsions- und Invasionsassays mit YadA-exprimierenden 
E. coli K-12 und Y. pseudotuberculosis YP31 Stämmen. 5 x 104 HEp-2 Zellen wurden mit  
106 Bakterien infiziert. Jeder Wert repräsentiert den Mittelwert von drei unabhängigen Assays und 
ist in Relation zu der auf den Wert 1 festgesetzten YadApstb-vermittelten Adhäsion bzw. Invasion 
dargestellt. 
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4.4 Bedeutung der Invasionsdomäne für weitere Virulenzeigen-
schaften von YadApstb 
 
4.4.1 Auswirkungen auf die YadA-vermittelte Auto- und Hämagglutination  
 
Wie in früheren Studien gezeigt werden konnte, haben YadA-exprimierende 
Bakterien die Fähigkeit, aufgrund hydrophober Interaktionen zwischen den 
Domänen der Kopfregion zu aggregieren (Skurnik et al., 1984; Balligand et al., 
1985). In elektronenmikroskopischen Aufnahmen kann man erkennen, wie die 
YadA-Lollipops bei der Autoagglutination, ähnlich einem Reißverschluss, mitein-
ander in Kontakt treten (Hoiczyk et al., 2000; El Tahir & Skurnik, 2001). Es wird 
diskutiert, dass die Autoagglutination die Bildung von Mikrokolonien in infizierten 
Geweben oder Organen induzieren bzw. stabilisieren könnte (Hendrixson & St. 
Geme, 1998). 
Um die Bedeutung der Aminosäuren 53-83 für die aggregativen Eigenschaften 
des YadApstb-Proteins zu bestimmen, wurde zunächst die Autoagglutination 
untersucht. Dazu wurde das schnelle Absinken der Bakterien von Übernacht-
kulturen YadA-exprimierender E. coli K-12 und Y. pseudotuberculosis YP31 
Stämme am Gefäßboden bei unbewegter Inkubation bei Raumtemperatur 
beobachtet. Für die Bestimmung des zeitlichen Verlaufs der Autoagglutination 
wurde darüber hinaus die infolge des Absinkens der Bakterien abnehmende 
optische Dichte gemessen.  
Wie in Abbildung 4.5 A und B deutlich wird, autoagglutinieren die YadApstb-
exprimierenden Bakterien innerhalb von 10 Minuten, so dass sich das Nähr-
medium nahezu vollständig aufklart. Im Gegensatz dazu aggregieren Bakterien, 
die YadAent oder YadApstbΔ53-83 exprimieren, auch während eines Beobach-
tungszeitraums von zwei Stunden nicht. Dies war unabhängig davon, ob die 
YadA-Derivate in Y. pseudotuberculosis YP31 (Daten nicht gezeigt) oder E. coli 
K-12 exprimiert wurden, zu beobachten 
Die Bildung eines bakteriellen Biofilms stellt einen Schutzmechanismus gegen die 
Abwehrreaktionen des Wirtes und die Wirkung antimikrobieller Peptide dar 
(Donlan et al., 2002). Bei einer Kultivierung YadApstb-exprimierender Bakterien bei 
37°C konnte eine deutlich sichtbare Biofilmbildung am Rand des Kulturgefäßes 
festgestellt werden (Abbildung 4.5 B).  
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Abb 4.5: Autoagglutination, Biofilmbildung und Hämagglutination YadA-exprimierender  
E. coli K-12. Als Vektorkontrolle (V) wurde pBAD18 verwendet. (A) Dokumentation der Auto-
agglutination mittels Messung der Abnahme der OD600 von Übernachtkulturen. (B) Fotografische 
Dokumentation des Absetzens der Bakterien einer Übernachtkultur und des bei der Kultivierung 
bei 37°C am Rand des Kulturgefäßes gebildeten Biofilms. (C) YadA-exprimierende Bakterien 
wurden zusammen mit 2 %iger Schafserythrozytensuspension nach kurzem Schütteln für 15 
Minuten unbewegt inkubiert. Im Fall der Hämagglutination bleiben die Erythrozyten in Suspension 
und sinken nicht auf den Boden des Reaktionsgefäßes ab. 
 
Neben der Fähigkeit zur Autoagglutination wurde für YadA auch das Agglutinieren 
von Erythrozyten gezeigt (Kapperud et al., 1985). Werden YadA-exprimierende 
Bakterien mit Schafserythrozyten inkubiert, ist zu erkennen, dass nur YadApstb in 
der Lage ist, die Erythrozyten zu binden und in Suspension zu lassen (Abbildung 
4.5 C).  
Die Analysen zeigen deutlich, dass die 31 Aminosäuren in der Kopfdomäne nicht 
nur für die Fähigkeit zur Einwanderung, sondern auch für das Aggregations-
verhalten der Bakterien und die Biofilmbildung von entscheidender Bedeutung 
sind. Dies ist ein weiteres Indiz dafür, dass YadApstb und YadAent bei der Besied-
lung und Persistenz im Wirt eine unterschiedliche Funktion einnehmen könnten. 
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4.4.2 Auswirkungen auf die YadA-vermittelte Serumresistenz 
 
Die Expression von YadA stellt für die Bakterien einen Schutz vor dem bakterio-
lytischen Effekt des humanen Serums dar (Pilz et al., 1992; China et al., 1993; 
Roggenkamp et al., 1996). Es wird angenommen, dass YadA den Komplement-
hemmenden Faktor H bindet und somit C3b inaktiviert (China et al., 1993, 1994; 
Biedzka-Sarek et al., 2005). Dies resultiert in einer verminderten Opsonisierung 
der Bakterien.  
Um den Einfluss der 31 Aminosäuren der Kopfdomäne auf die YadA vermittelte 
Serumresistenz zu analysieren, wurden Überlebensexperimente durchgeführt. 
YadA-exprimierende E. coli K-12 wurden für eine Stunde in 5 %igem Serum bei 
37°C inkubiert und anschließend auf LB-Platten ausplattiert. Die Überlebensrate 
wurde in Relation zu einem Kontrollansatz, bei dem eine Inkubation mit MgCl2 
bzw. inaktivem Serum erfolgte, bestimmt. Dieses Experiment verdeutlichte, dass 
alle drei YadA-Proteine (YadApstb, YadAent und YadApstbΔ53-83) einer Abtötung 
der Bakterien entgegenwirken können (siehe Tabelle 4.2). Das Ergebnis stimmt 
mit den Daten von Roggenkamp et al. (2003) überein, die zeigten, dass die Kopf- 
und Nackendomäne von YadAent für die Serumresistenz nicht von Bedeutung 
sind. 
 
Tabelle 4.2: Serumresistenz YadA-exprimierender E. coli K-12. Die dargestellten Werte geben 
im Vergleich zu einem Kontrollansatz (MgCl2) an, wieviel Prozent der eingesetzen Bakterien die 
Seruminkubation überlebten. Als Vektorkontrolle (V) wurde pBAD18 verwendet.  
 
E. coli K-12 Serumresistenz in % 
  
V 0,4 ± 0,5 
YadApstb 44,8 ± 14,9 
YadAent 33,4 ± 11,6 
YadA Δ53-83 51,6 ± 10,1 pstb
 
4.4.3 Auswirkungen auf die IL-8-Sekretion  
 
Der Hauptinvasionsfaktor enteropathogener Yersinien, das Invasin-Protein, indu-
ziert die Sekretion des proinflammatorischen Zytokins Interleukin-8 (IL-8) (Schulte 
et al., 2000; Eitel et al., 2005). IL-8 ist ein wichtiger chemotaktischer Faktor für die 
Migration von polymorphkernigen Neutrophilen zu einem Infektionsort. Yersinien 
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sind jedoch gegenüber einer Phagozytose durch PMNs resistent, und so wird 
deren Anlockung durch die Induktion der IL-8-Sekretion als eine Pathogenitäts-
strategie diskutiert. Aufgrund der Einwanderung der PMNs werden Zell-Zell-
Kontakte gelöst, wodurch die Besiedlung tiefer liegender Gewebe für die 
Bakterien erleichtert werden könnte (Autenrieth & Firsching, 1996, McCormick et 
al., 1997). Mit Hilfe eines IL-8-Elisas wurde untersucht, inwieweit auch YadA die 
Induktion der IL-8-Sekretion auslösen kann. HEp-2 Zellen wurden mit YadA-
exprimierenden Bakterien für vier Stunden infiziert und anschließend über Nacht 
in gentamycinhaltigem Bindepuffer inkubiert. Die Zellüberstände dieser Infektions-
versuche wurden für IL-8-Elisas verwendet.  
Wie Abbildung 4.6. zeigt, kann YadApstb eine ähnlich starke IL-8-Sekretion 
induzieren wie das Invasin-Protein. Auch YadA aus Y. enterocolitica und das 
YadApstbΔ53-83-Protein induzieren die IL-8-Sekretion. Da diese beiden Proteine 
im Vergleich zu Inv  und YadApstb pstb nicht in der Lage sind in Wirtszellen einzu-
wandern, macht dieses Ergebnis deutlich, dass die IL-8-Sekretion unabhängig 
von der Einwanderung der Bakterien erfolgt und allein als Reaktion auf die starke 
Bindung der Bakterien an die Zellen ausgelöst wird. Die Induktion der IL-8-
Sekretion erfolgt demnach unabhängig vom Vorhandensein der potentiellen 
Invasionsdomäne. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 4.6: Induktion der IL-8-Sekretion. 5 x 104 HEp-2 Zellen wurden für 4 h mit 106 YadA-
exprimierenden Bakterien infiziert. Die IL-8-Sekretion wurde mittels eines spezifischen Elisas 
bestimmt. Als Vektorkontrolle (V) wurde pBAD18 verwendet, (0) zeigt die IL-8-Sekretion 
unbehandelter Zellen. 
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4.5 Charakterisierung der YadApstb-vermittelten Invasion 
 
4.5.1 Analyse der Bindekapazitäten der YadA-Proteine an Proteine der 
extrazellulären Matrix 
 
Eitel et al. (2002) konnten zeigen, dass die YadApstb-vermittelte Invasion durch die 
Bindung an Fibronektin erfolgt. Dabei fungiert Fibronektin als Brückenmolekül 
zwischen den Bakterien und den transmembranen Wirtszellrezeptoren, den 
β1−Integrinen. Deren zytoplasmatische Anteile können Signaltransduktionskas-
kaden induzieren, die eine Rearrangierung des Zytoskeletts und die Aufnahme 
der Bakterien zur Folge haben (Hynes, 1999; Wong et al., 2005). Darüber hinaus 
konnte eine Bindung von YadA an weitere Moleküle der extrazellulären Matrix 
(EZM), wie Kollagen und Laminin, beobachtet werden (Tamm et al., 1993; 
Roggenkamp et al., 1995). Verschiedene Bindekapazitäten der YadA-Derivate zur 
extrazellulären Matrix könnten möglicherweise für deren unterschiedliche 
Invasionseigenschaften verantwortlich sein. Aus diesem Grund wurden die 
Bindekapazitäten von YadA , YadA  und YadApstb ent pstbΔ53-83 an Fibronektin, 
Kollagen und Laminin genauer analysiert. Über Nacht wurde Glas oder Plastik mit 
je 10 µg/ml der unterschiedlichen EZM-Proteine beschichtet. Für eine Analyse der 
Fibronektinbindung war es notwendig, die gebundenen Bakterien bei 
mikroskopischer Betrachtung auszuzählen. 
Während YadApstb-exprimierende Bakterien erwartungsgemäß eine starke 
Bindung an zelluläres Fibronektin zeigten (Abbildung. 4.7), war die Bindekapazität 
von YadAent- oder YadApstbΔ53-83-exprimierenden Bakterien demgegenüber um 
86 % reduziert. Die durchgeführten Bindestudien zu den EZM-Molekülen Laminin 
und Kollagen ergaben, dass die beiden nicht-invasiven YadA - und YadAent pstbΔ53-
83-Proteine für diese EZM-Moleküle dagegen eine sehr hohe Bindefähigkeit 
besitzen. Insgesamt haben deutlich mehr YadA-exprimierende Bakterien an 
Kollagen und Laminin gebunden, so dass bei diesen beiden EZM-Proteinen die 
Bindung durch Anfärben der Bakterien mit Kristallviolett und anschließende 
Detektion der Farbintensität bei 595 nm nachgewiesen werden konnte.  
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Abb. 4.7: Bindekapazitäten YadA-exprimierender Bakterien an verschiedene Proteine der 
EZM. Je 10 µg/ml Kollagen, Laminin und Fibronektin wurden benutzt, um Plastik oder Glas über 
Nacht zu beschichten. Die Detektion daran gebundener, YadA-exprimierender Bakterien erfolgte 
entweder durch Anfärben mit Kristallviolett und anschließender Detektion der Farbintensität bei 
595 nm oder durch Auszählen fibronektingebundener Bakterien bei mikroskopischer Betrachtung. 
Als Vektorkontrolle (V) wurde pBAD18 verwendet. 
 
Das YadApstb-Protein zeigte im Gegensatz zu den beiden anderen YadA-
Proteinen eine geringere Affinität für Laminin und Kollagen. Verglichen mit 
YadAent und YadA Δ53-83 konnten 65 % weniger YadApstb pstb-exprimierende 
Bakterien an Kollagen und 80 % weniger an Laminin binden. 
Die Ergebnisse belegen, dass ein Fehlen der Domäne der 31 Aminosäuren die 
Bindungsspezifität des YadApstb-Proteins gegenüber Molekülen der extrazel-
lulären Matrix verändert. Nur wenn diese Domäne vorhanden ist, kann das YadA-
Protein an Fibronektin binden. Die Deletion dieser Region resultierte dagegen in 
einer drastischen Verringerung der Bindefähigkeit an Fibronektin und einer 
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Verstärkung der Bindefähigkeit an Kollagen und Laminin. Darüber hinaus kann 
ein Zusammenhang zwischen der Invasionsfähigkeit und der Bindungsspezifität 
an verschiedene Proteine der extrazellulären Matrix festgestellt werden: YadA-
exprimierende Bakterien, die stark an Kollagen und Laminin binden, sind lediglich 
in der Lage an Epithelzellen zu adhärieren, während die Invasion ausschließlich 
von den Bakterien vermittelt wird, die zur Fibronektinbindung fähig sind. 
 
4.5.2 Analyse der Bedeutung verschiedener EZM-Moleküle und β1-Integrin-
Klassen für die YadA-vermittelte Invasion 
 
Um zu untersuchen, inwiefern die Bindefähigkeiten der verschiedenen YadA-
Proteine an die EZM-Moleküle Kollagen, Laminin und Fibronektin für die Invasion 
von Bedeutung sind, wurden Invasionsassays mit inhibierenden Antikörpern 
durchgeführt. Hierzu wurden HEp-2 Zellen vor Zugabe der Bakterien mit gegen 
Kollagen, Laminin und Fibronektin gerichteten Antikörpern inkubiert.  
In Abbildung 4.8 A ist zu erkennen, dass die YadApstb-vermittelte Invasion durch 
gegen Kollagen Typ I gerichtete Antikörper nicht beeinträchtigt wird. Auch die 
Präinkubation mit Laminin-Antikörpern reduziert die Anzahl aufgenommener 
Bakterien lediglich um 10 %. Im Gegensatz dazu führte die dreißigminütige Vorin-
kubation der HEp-2 Zellen mit monoklonalen Fibronektin-Antikörpern zu einer 
drastischen Reduktion der YadApstb-vermittelten Invasion um 68 %. 
Die geringe Einwanderungsrate, die von den YadApstbΔ53-83- und YadAent-
Proteinen vermittelt wird, blieb durch alle Antikörperbehandlungen nahezu 
unbeeinflusst und konnte auch nicht durch die Blockierung von Kollagen und 
Laminin regeneriert werden. Die Invasionsdefizienz dieser YadA-Derivate ist 
daher nicht nur in der erhöhten Affinität für Kollagen und Laminin begründet. Eine 
starke Bindefähigkeit an Fibronektin scheint für die Invasion essentiell zu sein. 
Wie auch die anderen EZM-Moleküle bindet Fibronektin an transmembrane 
Rezeptoren der Wirtszelle, die β1-Integrine. Dabei ist ein aus den drei Amino-
säuren Arginin, Glycin und Aspartat (RGD) bestehendes Motiv im Fibronektin als 
Erkennungssequenz für die Bindung wichtig. Um die Bedeutung des Fibronektins 
für die YadA-vermittelte Invasion genauer aufzuklären, wurde untersucht, welchen 
Einfluss die Präinkubation von HEp-2 Zellen mit synthetischen funktions- 
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blockierenden GRGDSP Peptiden auf die Invasionsrate YadApstb-exprimierender 
Bakterien hat. 
In Abbildung 4.8 B ist zu erkennen, dass die Absättigung der Integrine mit 
GRGDSP-Peptiden und die dadurch bedingte Verhinderung der Fibronektin-
bindung zu einer Reduktion der Invasion führt. Diese ist ähnlich stark wie beim 
Einsatz von Fibronektinantikörpern verringert. Ein Kontrollpeptid GRGESP zeigte 
dagegen keinen Effekt. Dieses Ergebnis bestätigt die direkte Beteiligung des 
Fibronektins an der YadApstb-vermittelten Invasion. 
β1-Integrine haben in Abhängigkeit von der α−Untereinheit, mit der sie ein 
Heterodimer bilden, unterschiedliche Funktionen und Eigenschaften. So sind sie 
auch in die Signaltransduktion involviert, die zur Umlagerung des Zytoskeletts und 
zur Aufnahme der Bakterien führt (Wong et al., 2005). Fibronektin wird haupt-
sächlich von α - und αβ β5 1 v 1-Integrinen gebunden, die jedoch nicht mit Kollagen 
und Laminin interagieren. Laminin bindet bevorzugt an α β3 1-Integrine und 
Kollagen an α - und α -Integrine (Eble et al., 1997; Hynes, 2002). Da YadAβ β1 1 2 1 ent 
und YadApstbΔ53-83 eine starke Bindung an Kollagen und Laminin, nicht aber an 
Fibronektin aufweisen, ist denkbar, dass diese Integrine nicht in den Internali-
sierungsprozess involviert sind.  
Um die funktionelle Rolle der verschiedenen Integrine für den Einwanderungs-
prozess zu untersuchen, wurden Invasionsassays mit inhibierenden, gegen 
unterschiedliche Klassen von Integrinen gerichtete Antikörpern durchgeführt. Nur 
Antikörper, die gegen die am häufigsten auf Epithelzellen exprimierten α β5 1-
Integrine gerichtet waren, verursachten eine drastische Reduktion der Invasion 
(Abbildung 4.8 B). Auch die Blockierung der einzelnen Untereinheiten dieses 
Integrin-Heterodimers reduzierte die Aufnahme der Bakterien. In Abgängigkeit 
von der Konzentration der eingesetzten Antikörper konnte eine nahezu voll-
ständige Inhibition der Internalisierung der Bakterien beobachtet werden. Von 
Antikörpern, die gegen die α-Untereinheiten 1, 2, 3, 4 und v gerichtet sind, ging 
kein negativer Effekt auf die YadApstb-vermittelte Invasion aus. Dies verdeutlicht, 
dass nur fibronektinbindende, nicht aber kollagen- bzw. lamininbindende Integrine 
an der YadA-vermittelten Invasion beteiligt sind. 
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Abb. 4.8: Einfluss inhibierender Antikörper gegen EZM-Moleküle (A) und Integrine (B) auf 
die YadA-vermittelte Invasion. HEp-2 Zellen wurden vor der Infektion mit YadA-exprimierenden 
Bakterien mit verschiedenen Antikörpern unterschiedlicher Konzentration für 30 min vorinkubiert. 
Verwendet wurden die folgenden Antikörper: Anti-Fibronektin (Calbiochem und Sigma), anti-
Kollagen Typ I und II (Chemicon und Sigma), anti-Laminin (Chemicon), GRGDSP- und GRGESP- 
Peptide (GibcoBRL), monoklonale Integrin-blockierende Antikörper gegen α1 5E8D (Upstate), α2 
(Chemicon), α3 P1B5 (Chemicon), α4 P1H4 (Chemicon), α5 BIIG2 (Hybridoma Bank, University of 
Iowa), α5β1 (Chemicon), α M9 (Chemicon) und βv 1 4B7 (Calbiochem). Als Vektorkontrolle (V) 
wurde pBAD18 verwendet. Die Invasionsraten sind relativ zu der auf den Wert 1 festgesetzten 
Invasion von YadApstb-exprimierenden Bakterien in unbehandelte Zellen angegeben.  
 
Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass eine Internalisation in HEp-2 Zellen 
ausschließlich infolge der Bindung von α β5 1-Integrinen induziert wird. Daraus 
folgt, dass die starke Bindung von YadA  und YadAent pstbΔ53-83 an die extra-
zellulären Matrixproteine Kollagen und Laminin, die bevorzugt an α -, α1 2 
und  α -Integrine binden, keine Aufnahme der Bakterien bewirken kann. β3 1
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4.6 Bedeutung der YadA-vermittelten Invasion für den Infektions-
prozess 
 
Die Expression des YadA-Proteins erfolgt bei Temperaturen und 
Nährstoffbedingungen, wie sie im tierischen oder menschlichen Wirt herrschen 
(Eitel et al., 2002). Für YadA kann daher eine Bedeutung im Infektionsverlauf kurz 
nach der zumeist oralen Aufnahme der Bakterien angenommen werden. Die 
Fähigkeiten von YadApstb, Invasion durch die Bindung an Fibronektin zu 
vermitteln, zu autoagglutinieren und Erythrozyten zu agglutinieren, könnten im 
Vergleich zu YadApstbΔ53-83 einen Vorteil bei der Infektion darstellen. Um den 
Einfluss dieser Eigenschaften auf den Infektionsprozess zu untersuchen, wurden 
Tierversuche durchgeführt. Für diesen Zweck wurde mit Hilfe des RED 
Recombinase Systems (Derbise et al., 2003) eine yadA-Knockout-Mutante 
hergestellt. Diese konnte genutzt werden, um die isogenen Y. pseudotuber-
culosis Stämme YP45 (yadA+) und YP46 (yadAΔ53-83) zu erzeugen. Zwei 
Gruppen von acht Balb/c Mäusen wurden oral mit den Y. pseudotuberculosis 
Stämmen YP45 (yadA+ -), YP46 (yadAΔ53-83) und YP47 (yadA ) infiziert. Nach 
zwei Tagen wurde die bakterielle Besiedlung der Peyerschen Plaques, der 
mesenterialen Lymphknoten und der Milz bestimmt. 
Die Ergebnisse zeigen übereinstimmend mit Daten von Han et al. (1997), dass 
auch der YadA-negative Stamm YP47 zur Kolonisation befähigt ist. Im Vergleich 
zu der Kolonisation durch den YadA-positiven Stamm YP45 konnte jedoch eine 
um zwei Zehnerpotenzen geringere Anzahl an Bakterien in den Peyerschen 
Plaques, den mesenterialen Lymphknoten und der Milz detektiert werden 
(Abbildung 4.9). Ebenso war die Zahl der detektierbaren Bakterien des Stammes 
YP46 (yadAΔ53-83) in den Organen signifikant gegenüber der des Stammes 
YP45 (yadA+) reduziert und entsprach denen des YadA-negativen Stammes 
YP47. Dies deutet darauf hin, dass sich der Verlust der YadApstb-vermittelten 
Invasivität und Aggregationseigenschaften auf die Besiedlung und Verbreitung 
von Y. pseudotuberculosis in den Organen auswirkt und den Infektionsprozess 
abschwächt.  
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Abb. 4.9: Bedeutung der YadApstb-Invasionsdomäne für den Infektionsprozess. 2 Gruppen 
von 8 weiblichen Balb/c Mäusen wurden mit 5 x 109 Bakterien oral infiziert. Zwei Tagen nach der 
Infektion wurde die Anzahl der Bakterien in den Peyerschen Plaques, den mesenterialen 
Lymphknoten und der Milz nach Präparation und Homogenisation der Organe durch Ausplattieren 
bestimmt. 
 
4.7 Einfluss der invasionsdefizienten YadA-Proteine auf die Invasin-
vermittelte Invasion 
 
YadA und Invasin sind die beiden wichtigsten Adhäsine bzw. Invasine in  
Y. pseudotuberculosis. Da sie bei gegensätzlichen Umweltbedingungen 
exprimiert werden, werden für sie auch unterschiedliche Rollen im Infektions-
verlauf angenommen. Invasin, das bereits bei Bedingungen, wie sie in der 
externen Umwelt vorliegen, produziert wird, ist wahrscheinlich besonders für die 
initiale Phase der Infektion, das Anheften und Penetrieren der M-Zellen im 
Darmepithel wichtig (Ellison et al., 2004). Demgegenüber kommt YadA eher zu 
einem späteren Zeitpunkt eine Bedeutung zu (Eitel, unveröffentlichte Daten). 
Beide Proteine sind in der bakteriellen Außenmembran verankert und zwischen 
18 und 23 nm lang (Heesemann et al., 2006), wobei das YadA-Protein das 
Invasin-Protein in Y. pseudotuberculosis nur leicht, in Y. enterocolitica jedoch 
deutlich in seiner Größe überragt (Abbildung 4.10). Eitel & Dersch (2002) konnten 
bereits zeigen, dass sich die Proteine aus Y. pseudotuberculosis im Fall des 
gleichzeitigen Vorhandenseins in der bakteriellen Außenmembran in ihrer 
Funktion ergänzen. Noch unbekannt ist, ob die invasionsdefizienten YadA- 
Proteine einen negativen Effekt auf die Invasin-vermittelte Invasion haben. 
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Abb. 4.10: Vereinfachte Illustration von YadA und Invasin aus Y. pseudotuberculosis und  
Y. enterocolitica. Schematische Darstellung der (A) YadA- und Invasin-Molekülstrukur mit den 
entsprechenden Größenverhältnissen in Y. pseudotuberculosis und Y. enterocolitica, (B) Situation 
bei jeweils einzelnem und gleichzeitigem Vorhandensein der Proteine auf der bakteriellen Ober-
fläche. 
 
Invasionsassays mit YadA- und Invasin-exprimierenden E. coli K-12 Stämmen 
zeigten, wie in Abbildung 4.11 dargestellt, zunächst die erwarteten Invasionsraten 
für die verschiedenen einzeln exprimierten YadA-Proteine. Invasin aus  
Y. pseudotuberculosis konnte insgesamt die stärkste Einwanderungsrate 
vermitteln. Im Gegensatz dazu ist Invasin aus Y. enterocolitica der deutlich 
schlechtere Invasionsfaktor und kann nur 30 % der Invasionsleistung des Proteins 
aus Y. pseudotuberculosis erbringen. Diese bereits beschriebene geringere 
Einwanderungsrate durch Invasin aus Y. enterocolitica kann auf einen 
strukturellen Unterschied zurückgeführt werden. Invpstb ist durch das 
Vorhandensein einer Multimerisierungsdomäne dazu befähigt, durch multimere 
Invasinmoleküle ein Clustering der Wirtszellrezeptoren hervorzurufen. Dadurch 
kommt es zu einer Verstärkung der die Aufnahme induzierenden Signaltrans-
duktionskaskade (Dersch & Isberg, 1999). Diese Multimerisierungsdomäne fehlt 
in dem Invent-Protein. Es ist in Y. enterocolitica dennoch der stärkste Internali-
sationsfaktor, da es eine dreifach höhere Invasion als YadA  bewirken kann. ent
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Bei gleichzeitiger Expression von Invasin aus Y. pseudotuberculosis oder  
Y. enterocolitica und den YadApstb- bzw. YadAent-Proteinen in E. coli K-12 ist 
zumeist ein additiver Effekt zu beobachten. Die Invasionsraten erhöhten sich 
jeweils bei der gleichzeitigen Expression von YadApstb und Invpstb bzw. Invent. Auch 
bei gleichzeitiger Expression von YadAent mit Invent konnte die Einwanderungsrate 
gesteigert werden. Sie blieb jedoch weitgehend unverändert, wenn Invpstb mit 
YadAent bzw. YadApstbΔ53-83 gleichzeitig auf der bakteriellen Oberfläche 
exprimiert wurden. 
Die Ergebnisse machen deutlich, dass die invasionsdefizienten YadA-Proteine die 
Invasin-vermittelte Invasion nicht beeinträchtigen. Die Expression der YadA-
Proteine, die das Invasin auf der Bakterienoberfläche überragen, resultiert nicht in 
einer verminderten Aufnahme der Bakterien. Die Bindung von Invasin an die 
Wirtszellrezeptoren scheint demnach nicht gestört zu werden. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 4.11: Invasion bei gleichzeitiger Expression von YadA und Invasin aus  
Y. pseudotuberculosis und Y. enterocolitica. 5 x 104 HEp-2 Zellen wurden mit 106  Bakterien 
infiziert. Es wurden YadA- und/oder Invasin-exprimierende E. coli K-12 Stämme verwendet. Als 
Vektorkontrolle (V) wurde pBAD18 eingesetzt. Jeder Wert repräsentiert den Mittelwert von drei 
unabhängigen Assays und ist in Relation zu der auf den Wert 1 festgesetzten YadApstb-vermittelten 
Adhäsion bzw. Invasion dargestellt. 
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4.8 Funktionelle Analysen zur Kollagenbindedomäne in YadA 
 
4.8.1 Identifizierte Kollagenbindemotive in YadAent 
 
Untersuchungen der letzten Jahre haben die Kollagenbindefähigkeit des YadAent-
Proteins verschiedenen Aminosäuremotiven innerhalb der Kopf- bzw. 
Nackenregion zugeordnet. Die Aminosäuren H156 und H159 (Roggenkamp et al., 
1995), die Aminosäureregion 83–104 (Tamm et al., 1993) und sich wiederholende 
Aminosäuremotive der Folge NSVAIGXXS (Tahir et al., 2000) wurden als 
essentiell für die Kollagenbindung identifiziert. Außerdem konnte durch weitere 
Deletionsanalysen gezeigt werden, dass sowohl die Kopf- als auch die 
Nackenregion des Proteins für die Kollagenbindung von Bedeutung sind 
(Roggenkamp et al., 2003). 
 
4.8.2 Analyse der Kollagenbindemotive in YadApstb 
 
Um den Zusammenhang zwischen Invasion bzw. Adhäsion und der Bindung 
verschiedener Proteine der extrazellulären Matrix besser verstehen zu können, 
wurde die Kollagenbindung eingehender analysiert. In YadApstb und YadApstbΔ53-
83 wurden die zu den in YadAent identifizierten Kollagenbindestellen äquivalenten 
Aminosäuren mutiert bzw. deletiert. Die resultierenden YadA-Mutanten 
YadApstb/Δ53-83 H194A, H197A, YadApstb/Δ53-83 V190D, A191D, I192E, 
YadApstb/Δ53-83 V220D, S221D, I222E und YadApstb/Δ53-83 Δ118-139 wurden in 
E. coli K-12 exprimiert.  
Wie Präparationen der Außenmembran deutlich machen, wirkten sich die 
Mutationen nicht auf die Lokalisation der Proteine auf der bakteriellen Oberfläche 
aus (Abbildung 4.12 A). Im Fall der beiden mutierten NSVAIGXXS Motive 
(V190D, A191D, I192E und V220D, S221D, I222E) war jedoch eine geringere und 
teilweise destabilisierte YadA-Menge in der Außenmembran detektierbar. Diese 
Mutation beeinträchtigte sowohl bei YadApstb als auch YadApstbΔ53-83 die korrekte 
Trimerisierung und/oder Exposition des Proteins in der Außenmembran. 
Dementsprechend vermittelten alle YadA-Proteine mit den Mutationen des 
NSVAIGXXS Motivs weder Adhäsion noch Invasion in die humanen Wirtszellen 
(Abbildung 4.12 B und C). Diesem Ergebnis widersprechend, zeigten allerdings 
YadA V190D, A191D, I192E-exprimierende Bakterien eine stärkere Fähigkeit pstb
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an Kollagen zu binden als YadApstb-exprimierende Bakterien (Abbildung 4.12 D). 
Auch die Daten von Tahir et al. (2000) hatten eine verminderte Kollagenbindung 
infolge der Mutation dieses Motivs erwarten lassen. Die aufgrund der Mutation 
beobachtete Störung der Oligomerisierung könnte demnach eher die Exposition 
hydrophober Regionen verursacht haben, die eine unspezifische Bindung an 
Kollagen zur Folge haben. 
Die Einführung der Mutationen H194A, H197A hatte keinen negativen Einfluss auf 
die Adhäsion, Invasion oder Kollagenbindung in YadApstb und YadApstbΔ53-83. 
Daher muss davon ausgegangen werden, dass die beiden Histidine in YadApstb  
keine Bedeutung für die Kollagenbindung haben.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
YadA 
A 
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B 
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Abb. 4.12: Expression in der Außenmembran, Adhäsions- und Invasionseigenschaften und 
Kollagenbindefähigkeiten verschiedener YadA-Mutanten. Als Vektorkontrolle (V) wurde jeweils 
pBAD18 verwendet. (A) Westernblot-Analyse von Außenmembranpräparationen YadA-
exprimierender E. coli K-12 Stämme. YadA wurde mit einem polyklonalen Antikörper detektiert. In 
den mit Â gekennzeichneten Außenmembranpräparationen wurden geringere Menge an YadA 
nachgewiesen. (B) Adhäsions- und (C) Invasionsassays mit YadA-exprimierenden E. coli K-12 
Stämmen. 5 x 104 HEp-2 Zellen wurden mit 106 Bakterien infiziert. Jeder Wert repräsentiert den 
Mittelwert von drei unabhängigen Assays und ist in Relation zu der auf den Wert 1 festgesetzten 
YadApstb-vermittelten Adhäsion bzw. Invasion dargestellt. (D) Plastik wurde über Nacht mit 10 
µg/ml Kollagen Typ I beschichtet. Die Detektion daran gebundener YadA-exprimierender 
Bakterien erfolgte durch Anfärben mit Kristallviolett und Messen der Farbintensität. 
 
Die Deletion der Aminosäuren 118-139 resultierte, wie von Roggenkamp et al. 
(1995) für YadAent beschrieben, sowohl in YadApstb als auch in YadApstbΔ53-83 in 
einem Verlust der Kollagenbindung. Es handelt sich dabei jedoch nicht um einen 
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spezifischen Effekt, da damit gleichzeitig auch der Verlust der YadApstb-
vermittelten Adhäsion und Invasion verbunden ist (Abbildung 4.12 B und C). Die 
Fähigkeit von YadApstb,   an Fibronektin zu binden, sollte sowohl die Bindung als 
auch Einwanderung in HEp-2 Zellen weiterhin gewährleisten, zumal die Analysen 
mit Kollagenantikörpern keinen negativen Effekt auf die YadApstb-vermittelte 
Invasion gezeigt hatten. Für die Deletion der 22 Aminosäuren kann daher davon 
ausgegangen werden, dass die Mutation größere Konformationsänderungen 
innerhalb des Proteins verursacht, die einen nahezu vollständigen Funktions-
verlust bedingen, auch wenn die Trimerisierung nicht gestört scheint. 
Abschließend konnte für keine der in YadAent identifizierten Kollagenbindestellen 
ein spezifischer Effekt in YadApstb nachgewiesen werden. Der überwiegende Teil 
der Veränderungen der Aminosäuren hatte funktionsstörende Auswirkungen auf 
die Konformation des YadA-Proteins. 
 
4.8.3 Identifikation von für die Kollagenbindung essentiellen Aminosäuren 
in YadApstb 
 
2004 kristallisierten Nummelin et al. eine aus der Kopf- und Nackendomäne 
bestehende, rekombinante Kollagenbindedomäne von YadAent. Die trimere 
Kollagenbindedomäne wurde als neunfach gewundene, linkshändige, parallele β-
Rolle beschrieben. Diese Quartärstruktur des YadA-Proteins wurde als bedeutend 
für die Kollagenbindung erkannt. Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass die 
zuvor für die Kollagenbindung als essentiell identifizierten Amniosäuren der 
NSVAIG-Motive vielmehr eine strukturelle Funktion ausüben. Sie bilden den 
inneren hydrophoben Kern des Trimers. Die weitere Mutagenese von 
oberflächenexponierten Aminosäuren ermöglichte die Identifikation einer 
putativen „Kollagen-bindenden Oberfläche“ des YadAent-Proteins, bei der mehrere 
Aminosäuren an der Kollagenbindung beteiligt sind. Eine besonders drastische 
Reduktion der Kollagenbindeaffinität konnte bei dem Austausch V98D, N99A 
beobachtet werden. Um die Bedeutung der äquivalenten Aminosäuren in YadApstb 
bzw YadApstbΔ53-83 zu untersuchen, wurden diese Aminosäuren ebenfalls mutiert 
und zunächst die Oligomerisierung der Proteine in Außenmembranpräparationen 
analysiert. 
Die vorgenommenen Austausche hatten keinen negativen Effekt auf die 
Trimerisierung oder Oberflächenexposition der Proteine, wie die Präpäration der 
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Außenmembranproteine zeigt (Abbildung 4.13 A). Die Analyse der Binde- und 
Einwanderungsfähigkeit ergab keinen Unterschied in den Adhäsions- und 
Invasionseigenschaften des YadApstbV133D, N134A-Proteins im Vergleich zu 
denen des Wildtypproteins (Abbildung 4.13 B). Demgegenüber führte der 
Austausch der Aminosäuren in YadApstbΔ53-83 zu einer um ca. 80 % reduzierten 
Adhäsion an eukaryotische Zellen. Damit verbunden konnte ein völliger Verlust 
der Invasionsfähigkeit beobachtet werden. Die Ergebnisse deuten auf einen Effekt 
der Mutation auf die Bindeeigenschaften an Proteine der extrazellulären Matrix 
hin.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A 
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Abb. 4.13: Expression in der Außenmembran und Adhäsions- und Invasionseigenschaften 
der YadA-Mutanten V133D, N134A. Als Vektorkontrolle (V) wurde jeweils pBAD18 verwendet. 
(A) Westernblot-Analyse von Außenmembranpräparationen YadA-exprimierender Y. pseudotu-
berculosis YP31 Stämme. YadA wurde mit einem polyklonalen Antikörper detektiert.  
(B) Adhäsions- und Invasionsassays mit YadA-exprimierenden E. coli- und Y. pseudotuberculosis-
Stämmen. 5 x 104 HEp-2 Zellen wurden mit 106 Bakterien infiziert. Jeder Wert repräsentiert den 
Mittelwert von drei unabhängigen Assays und ist in Relation zu der auf den Wert 1 festgesetzten 
YadApstb-vermittelten Adhäsion bzw. Invasion dargestellt. 
 
Sich anschließende Studien zur EZM-Bindefähigkeit der Mutanten zeigten sowohl 
für YadApstbV133D, N134A als auch für YadApstbΔ53-83 V133D, N134A eine 
starke Abnahme der Kollagenbindefähigkeit (Abbildung 4.14). Nur eine sehr 
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geringe Anzahl YadA-exprimierender Bakterien konnte an Kollagen binden. Den 
Aminosäuren V133 und N134 kann somit auch in YadApstb eine essentielle 
Bedeutung für die Kollagenbindung zugeordnet werden. Darüber hinaus 
bestätigen die Ergebnisse, dass die YadApstb-vermittelte Invasion unabhängig von 
der Kollagenbindung erfolgt. 
 
Kollagen Typ I Laminin  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Fibronektin  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 4.14: EZM-Bindeeigenschaften der YadA-Mutanten V133D, N134A. 10 µg/ml Kollagen, 
Laminin und Fibronektin wurden benutzt, um Plastik oder Glas zu beschichten. Die Detektion 
daran gebundener YadA-exprimierender Bakterien erfolgte entweder durch Anfärben mit 
Kristallviolett und Detektion der Farbintensität bei 595 nm oder durch Auszählen fibronektin-
gebundener Bakterien bei mikroskopischer Betrachtung. Als Vektorkontrolle (V) wurde pBAD18 
verwendet. 
 
Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass sich der Austausch der Aminosäuren 
V133 und N134 in YadApstb und in YadApstbΔ53-83 auch auf die Bindeeigen-
schaften an Laminin auswirkt (Abbildung 4.14). Die Bindung von YadApstbV133D, 
N134A- und YadApstbΔ53-83 V133D, N134A-exprimierenden Bakterien an dieses 
EZM-Molekül war ebenfalls stark reduziert. Im Gegensatz dazu blieb die Fähigkeit 
der mutierten YadA-Proteine an Fibronektin zu adhärieren unbeeinflusst. Somit 
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lässt dieses Experiment den Schluss zu, dass die Binderegionen für die EZM-
Moleküle Kollagen und Laminin gemeinsam, aber getrennt von der für 
Fibronektin, lokalisiert sind. 
 
4.9 Charakterisierung der Funktion der YadA-Kopfdomäne 
 
Durch die Identifikation der Aminosäureregion, die für die YadApstb-vermittelte 
Invasion essentiell ist, konnte die Bedeutung der Kopfdomäne für die Interaktion 
mit der Wirtszelle verdeutlicht werden. Um aufzuklären, ob diese Domäne allein in 
der Lage ist Internalisation auszulösen, sollten YadA-Kopf-Derivate überpro-
duziert, an Latexkugeln gekoppelt und in funktionellen Assays eingesetzt werden. 
Vergleichende Analysen mit einem YadApstbΔ53-83- Proteinderivat sollten hierbei 
weiteren Aufschluss über die invasionsspezifische Domäne geben. Darüber 
hinaus sollte untersucht werden, inwiefern die löslichen YadA-Kopf-Derivate die 
Aktivierung von Signaltransduktionskaskaden in der Wirtszelle vermitteln und 
somit für die Analyse der Unterschiede der Signaltransduktionsvorgänge bei 
Adhäsion und Invasion geeignet sind. 
 
4.9.1 Überexpression der YadA-Kopfdomäne 
 
Der von Nummelin et al. (2004) kristallisierte Aminosäurebereich des YadA 
Proteins aus Y. enterocolitica ist in Abbildung 4.15 dargestellt.  
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 4.15: Kennzeichnung und Darstellung der kristallisierten YadA-Kopfdomäne. Die den 
Kopf und Nacken bildenden Aminosäuren 26–241 des YadAent-Proteins wurden von Nummelin et 
al. (2004) kristallisiert. Die trimere Struktur der Kollagenbindedomäne wird von einer neunfach 
gewundenen, linkshändigen, parallelen β-Rolle gebildet. 
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Da die YadAent Kopf- und Nackenregion (aa 26-241) erfolgreich als Trimer 
überexprimiert und gereinigt wurde, könnte auch die Überexpression der 
entsprechenden Aminosäureregion aus YadApstb ein trimeres, lösliches YadA-
Proteinderivat ergeben. Aufgrund ihrer Bedeutung für die Funktionalität des 
Proteins ist die korrekte Trimerisierung eine Voraussetzung für weitere Analysen 
hinsichtlich der Binde- und Einwanderungskapazitäten. 
Die Aminosäuren 26-253 des YadA bzw. YadApstb- pstbΔ53-83-Proteins wurden 
zunächst so in einen Überexpressionsvektor (pET28a) kloniert, dass bei einer 
Induktion der Überexpression YadA-Kopf-Derivate mit einem N-terminalen  
6 x His-Tag synthetisiert werden. Somit konnte im Anschluss eine native 
Aufreinigung mittels Affinitätschromatografie durchgeführt werden. 
Abbildung 4.16 zeigt die YadA-Kopf-Derivate nach der Überexpression (A) und 
Aufreinigung (B) in einer denaturierenden SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese. 
Die Trimere des gesamten YadA-Proteins können durch die denaturierenden 
Eigenschaften des SDS nicht effizient in Monomere überführt werden (siehe 
Kapitel 4.2). Bei der Überexpression der verkürzten 6x His-getaggten YadA-Kopf-
Derivate wurde allerdings überwiegend monomeres Protein (ca. 27 bzw. 22 kDa) 
detektiert. Nach der affinitätschromatografischen Reinigung konnten jedoch in 
einer geringen Konzentration auch YadA-Trimere (ca. 80 bzw. 66 kDa) detektiert 
werden. Demnach könnten die gereinigten YadA-Kopf-Derivate entweder 
hauptsächlich als Monomere vorliegen oder als Trimere, die sich durch die 
Zugabe von SDS in ihre monomere Struktur trennen lassen. 
 
YadA-Monomer 
vor 
Induktion 
   nach 
Induktion 
A 
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Abb. 4.16: Überexpression und Reinigung der YadA-Kopf-Derivate. SDS-Polyacryl-
amidgelelektrophorese (15 %ige Gele). (A) Überexpression der unter die Kontrolle des T7-
Promotors klonierten yadA-Fragmente vor und 2 h nach Induktion mit 2 mM IPTG. (B) Native 
Reinigung der YadA-Kopf-Derivate mittels Affinitätschromatografie. Die gezeigten Fraktionen (E1-
E9) wurden mit 250 mM Imidazol eluiert. Pfeile weisen auf das Monomer (     )und das Trimer 
(       )des YadApstbaa26-253- und des YadApstbΔ53-83 aa26-253-Proteins hin. 
 
4.9.2 Analyse des Oligomerisierungszustandes der YadA-Kopf-Derivate 
 
Um zu klären, ob die YadA-Kopf-Derivate in Lösung hauptsächlich als Monomere 
oder als Trimere vorliegen, wurde der Oligomerisierungszustand der YadA-
Proteinderivate mittels analytischer Größenausschlusschromatografie charak-
terisiert. Gereinigte und dialysierte YadA-Kopf-Derivate wurden mit einer 
Superdex 200 HR Säule aufgetrennt.  
Wie in Abbildung 4.17 zu erkennen ist, zeigte sich je ein dominantes 
Absorptionsmaximum, das auf ein Molekulargewicht von über 66 kDa für 
YadApstbaa26-253 bzw. nahezu 66 kDa für YadApstbΔ53-83 aa26-253 schließen 
lässt. Dies entspricht den Größen der trimeren YadA-Proteinderivate.  
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Abb. 4.17: Analytische Größenausschlusschromatografie der YadA-Kopf-Derivate. 
Gereinigte YadA-Kopf-Derivate wurden über eine Superdex 200 HR 10/30 Säule aufgetrennt und 
das Elutionsprofil bei 280 nm Absorption dargestellt. Die separat aufgetrennten Molekulargewicht-
standards (BSA, 66 kDa und Carbonic Anhydrase, 29 kDa) sind entsprechend ihrem Elutionsprofil 
mit Pfeilen gekennzeichnet.  
 
Unter nativen Bedingungen liegen daher beide Kopfdomänen fast ausschließlich 
in der trimeren Form vor, so dass die Voraussetzungen für weitergehende 
funktionelle Analysen mit den YadA-Proteinderivaten gegeben sind.  
 
4.9.3 Beschichtung von Latexkugeln mit gereinigten YadA-Kopf-Derivaten 
 
Für das Invasin-Protein konnte eine für die Invasion essentielle Aminosäure 
identifiziert werden, indem verschiedene Invasin-Proteinderivate überproduziert, 
gereinigt, an Latexkugeln gekoppelt und in Invasionsassays eingesetzt wurden 
(Dersch & Isberg, 1999). Die Kopplung basiert auf passiver Adsorption und bietet 
die Möglichkeit, die durch Proteinderivate vermittelte Einwanderung in Zellen oder 
Bindung an EZM-Moleküle durch mikroskopische Detektion der Latexkugeln 
(Durchmesser 1,1 µM) analysieren zu können.  
Verschiedene Konzentrationen (0,1–1 mg/ml) der YadA-Kopf-Derivate wurden an 
Latexkugeln gekoppelt und die erfolgreiche Beschichtung durch Immunoblot-
analysen sowie durch die Bestimmung der Proteinkonzentration vor und nach der 
Beschichtung nachgewiesen. Die mit den beiden YadA-Kopf-Derivaten 
beschichteten Latexkugeln wurden nachfolgend in funktionellen Analysen 
eingesetzt, um die Rolle der Aminosäureregion 26-253 des YadA-Proteins näher 
zu untersuchen. 
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4.9.3.1 Analyse der von YadA-Kopf-Derivaten-vermittelten Adhäsion und 
Invasion in eukaryotische Zellen 
 
Zur Bestimmung der adhäsiven und invasiven Eigenschaften der YadA-
Proteinderivate wurden HEp-2 Zellen mit YadApstbaa26-253- bzw. YadApstbΔ53-83 
aa26-253-beschichteten Latexkugeln für 2 h bei 37°C inkubiert. Extra- und 
intrazelluläre Latexkugeln wurden durch Immunofluoreszenzmikroskopie iden-
tifiziert und quantifiziert. Hierfür wurden nach der Adhäsions- und Internalisations-
zeit zunächst die Zellen auf den Glasplättchen fixiert. Im Anschluss wurden sie mit 
einem gegen YadA gerichteten Antikörper und einem sekundären FITC-
gekoppelten Antikörper behandelt. Bei mikroskopischer Betrachtung sind im 
Phasenkontrast sowohl die gebundenen als auch die internalisierten Latexkugeln 
zu erkennen. Demgegenüber sind bei der Fluoreszenzmikroskopie allerdings nur 
diejenigen Latexkugeln sichtbar, die sich außerhalb der Zellen befinden und daher 
von den Antikörpern detektiert werden können.  
Kontroll-Latexkugeln, die mit BSA beschichtet worden waren, zeigten keine oder 
nur sehr geringe Bindung an die eukaryotischen Zellen (Daten nicht gezeigt). 
Beide YadA-Kopf-Derivate vermittelten dagegen eine starke Adhärenz an HEp-2 
Zellen (siehe Abbildung 4.18 A-C). Während die mit YadApstbaa26-253 
beschichteten Latexkugeln auch innerhalb der Zellen detektiert werden konnten, 
wurden nur vereinzelte mit YadApstbΔ53-83 aa26-253 beschichtete Latexkugeln 
internalisiert. Die YadApstb-Domäne der Aminosäuren 26-253 ist daher 
ausreichend, um eine Internalisation in Wirtszellen zu vermitteln. 
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Abb. 4.18: Internalisierung der mit YadA-Kopf-Derivaten beschichteten Latexkugeln in  
HEp-2 Zellen. 107 beschichtete Latexkugeln wurden zu 105 HEp-2 Zellen gegeben, die auf 
Glasplättchen ausgesät wurden. Bindung und Aufnahme der Latexkugeln wurden (A und B) 
mikroskopisch detektiert und (C) durch Auszählen der internalisierten Latexkugeln quantifiziert. Mit 
BSA beschichtete Latexkugeln wurden als Kontrolle verwendet. Internalisierte Latexkugeln sind 
exemplarisch durch Pfeile gekennzeichnet. 
 
4.9.3.2 Analyse der Bindekapazitäten der YadA-Kopf-Derivate an Kollagen 
und Fibronektin 
 
Um das Bindevermögen der YadA-Kopf-Derivate an Moleküle der extrazellulären 
Matrix zu untersuchen, wurden YadApstbaa26-253- bzw. YadApstbΔ53-83 aa26-
253-beschichtete Latexkugeln in einem Kollagen- und Fibronektinbindeassay 
eingesetzt. 
Wie in Abbildung 4.19 deutlich wird, konnten mit beiden YadA-Kopf-Derivaten 
beschichtete Latexkugeln an Kollagen binden. Dabei zeigten sich für die 
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verkürzten YadA-Kopf-Derivate dieselben Bindeeigenschaften, die zuvor bei der 
Expression der Gesamtproteine in Bakterien beobachtet wurden: YadApstbaa26-
253 bindet deutlich schwächer an Kollagen, während YadApstbΔ53-83 aa26-253 
eine starke Bindung zeigt. Für die YadApstbaa26-253-Proteinderivate konnte 
außerdem eine starke Bindefähigkeit an Fibronektin nachgewiesen werden. 
Demgegenüber konnte nur eine geringe Anzahl von mit YadApstbΔ53-83 aa26-253 
beschichteten Latexkugeln detektiert werden, die an Fibronektin gebunden hatten. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 4.19: Bindevermögen der mit YadA-Kopf-Derivaten beschichteten Latexkugeln an 
Kollagen und Fibronektin. 107 mit YadA aa26-253 bzw. YadApstb pstbΔ53-83 aa26-253 
beschichtete Latexkugeln wurden in einem Kollagen- bzw. Fibronektinbindeassay eingesetzt. Mit 
BSA beschichtete Latexkugeln wurden als Kontrolle verwendet. Glasplättchen wurden über Nacht 
mit 10 µg/ml Kollagen bzw. Fibronektin beschichtet. Gebundene Latexkugeln wurden durch 
Auszählen bei mikroskopischer Betrachtung detektiert. 
 
Da die Kollagen- und Fibronektinbindeeigenschaften der Kopf- und Nackenregion 
identisch zu denen der Gesamtproteine sind, kann die Domäne der Aminosäuren 
26-253 als ausreichend sowohl für die Kollagen- als auch die Fibronektinbindung 
identifiziert werden. 
 
4.9.4 Analyse der durch YadA-Kopf-Derivate induzierten Signaltrans-
duktion 
 
Neben der Identifikation funktioneller YadA-Domänen ist die Analyse der 
induzierten Signaltransduktion in der Wirtszelle von besonderem Interesse. Dabei 
sind vor allem Unterschiede in der Signalkaskade, die bei der YadA-vermittelten 
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Adhäsion bzw. Invasion ausgelöst werden, von Bedeutung, um Informationen 
über internalisationsspezifische Signalvorgänge zu erhalten. Zur Analyse 
verschiedener, während des YadApstb-vermittelten Invasionsprozesses aktivierter 
Kinasen wurden bislang die eukaryotischen Zellen mit YadA-exprimierenden 
Bakterien infiziert. Nach definierten Zeitpunkten werden die Zellen lysiert und 
verschiedene Moleküle der Signaltransduktionskaskade hinsichtlich ihres 
Phosphorylierungsstatus durch Immunoblotanalysen untersucht. Wäre es 
demgegenüber möglich, die Signaltransduktionskaskade durch die Infektion mit 
löslichem Protein zu induzieren, hätte dies den Vorteil, unabhängig vom 
Proteinexpressionsmuster der Bakterienzellen zu sein und letztlich durch den 
Einsatz von höheren Proteinkonzentrationen stärkere und leichter detektierbare 
Signale zu erhalten. Darüber hinaus könnte der Einfluss anderer bakterieller 
Faktoren eindeutig ausgeschlossen werden. Um zu bestimmen, inwiefern die 
Infektion von HEp-2 Zellen mit löslichem YadApstbaa26-253- und YadApstbΔ53-83 
aa26-253-Protein zu einer Phosphorylierung von Signalmolekülen führt, wurde 
zunächst die Fokale Adhäsions Kinase (FAK) untersucht. Die FAK ist mit der 
zytoplasmatischen Kette der β1-Integrin-Rezeptoren assoziiert und wird als 
Antwort auf Integrin-vermittelte Signalprozesse an der Position Y397 
autophosphoryliert (Parsons, 2003). Sie ist eines der ersten Moleküle, die bei der 
YadApstb- vermittelten Invasion aktiviert werden (Eitel et al., 2005; Hudson et al., 
2005). 
Wie in dem Aktivierungsmuster der Abbildung 4.20 B zu sehen ist, führt die 
Infektion eukaryotischer Zellen mit löslichem YadApstbaa26-253- oder 
YadApstbΔ53-83 aa26-253-Protein zu einer zeitabhängigen Phosphorylierung der 
FAK. Die Detektion der unphosphorylierten Form der FAK zeigte, dass diese zu 
allen Untersuchungszeitpunkten in gleicher Menge vorlag und die Zunahme des 
phosphorylierten Moleküls daher nicht auf eine gesteigerte Proteinproduktion in 
der Zelle zurückzuführen ist. Ein Kontrollansatz in Form einer Infektion mit BSA 
zeigte keinerlei Aktivierung, so dass ein unspezifischer Effekt durch die 
Proteinzugabe auf die intrazelluläre Signaltransduktion ausgeschlossen werden 
kann. Der zeitliche Verlauf mit einer maximalen Phosphorylierung der FAK nach 
10 bis 30 Minuten bei einer Infektion mit dem YadApstbaa26-253-Proteinderivat 
entspricht in etwa dem Verlauf, der bei einer Infektion mit YadApstb-
exprimierenden Bakterien beobachtet werden konnte (Eitel et al., 2005).  
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Abb. 4.20: Zeitabhängige Phosphorylierung der FAK und der p44/42 Kinasen. HEp-2 Zellen 
wurden mit 10 µg/ml YadApstbaa26-253- bzw. YadApstbΔ53-83 aa26-253-Protein infiziert. Die Zellen 
wurden zu definierten Zeitpunkten (0, 10, 15, 30, 45, 60 min) mit 1x SDS-Probenpuffer lysiert. Die 
FAK-Proteine wurden mittels Immunoblot und dem Anti-P-FAK-Antikörper (Calbiochem) (A) bzw. 
Anti-FAK-Antikörper (Oncogene) (B) analysiert. Sowohl die phosphorylierten (C) als auch die 
unphosphorylierten (D) Formen der p44/42 Kinasen wurde mit Antikörpern von New England 
Biolabs nachgewiesen. Pfeile weisen auf die detektieren Signalmoleküle hin. 
 
Weitere Signalmoleküle, die bei einer Infektion von eukaryotischen Zellen mit 
YadApstb-exprimierenden Bakterien nach kurzer Zeit aktiviert werden, sind die 
p44/42 Kinasen. Sie gehören zu den ERK Kinasen. Wie vorangegangene Experi-
mente mit ERK Kinase Inhibitoren zeigten, sind diese zwar nicht an der Invasion 
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beteiligt, ihre Aktivierung ist aber für die YadApstb-induzierte Synthese und 
Sekretion des Zytokins IL-8 essentiell (Eitel et al., 2005). 
Wie in Abbildung 4.20 D deutlich zu erkennen ist, werden auch die p44/42 
Kinasen bei der Infektion von HEp-2 Zellen mit den löslichen YadA-Protein-
derivaten aktiviert. Der Zeitpunkt der maximalen Phosphorylierung im Fall des 
Wildtypproteinderivats entspricht dem bei einer Infektion mit YadApstb-
exprimierenden Bakterien.  
Untersuchungen zur YadA-induzierten Signaltransduktion in Wirtszellen sind 
demnach sehr gut durch den Einsatz von gereinigten YadA-Kopf-Derivaten 
möglich. Dies könnte weiterführende Analysen zur Identifikation invasions-
spezifischer Signaltransduktionswege in Zukunft deutlich vereinfachen. 
Bei der Infektion mit YadApstbΔ53-83 aa26-253 konnte, im Vergleich zur der 
Infektion mit YadApstbaa26-253, für die beiden analysierten Proteine der 
intrazellulären Signaltransduktionskaskade jeweils eine etwas schwächere 
Phosphorylierung beobachtet werden. Bezüglich der FAK könnte dies auf einen 
ersten Unterschied in den intrazellulär ausgelösten Signalen als Folge der 
YadA Δ53-83 aa26-253 vermittelten Adhäsion bzw. der YadApstb pstbaa26-253 
induzierten Invasion hindeuten. Darüber hinaus verdeutlicht dieses Ergebns, dass 
die Phosphorylierung der FAK unabhängig von der Invasion erfolgt.  
Da die Aktivierung der ERK p44/42 Kinasen durch YadApstbΔ53-83 aa26-253, 
verglichen mit der durch das Wildtyp-Proteinderivat, ebenfalls in geringerem 
Ausmaß erfolgte, sollte anschließend untersucht werden, ob und in welchem 
Ausmaß die beiden unterschiedlichen YadA-Kopf-Derivate die IL-8-Sekretion 
induzieren können. 
 
4.9.5 Analyse der durch YadA-Kopf-Derivate induzierten IL-8-Sekretion 
 
Bei einer bakteriellen Infektion eukaryotischer Zellen induzieren sowohl YadApstb 
als auch YadApstbΔ53-83 die Sekretion des Zytokins IL-8 (siehe Kapitel 4.4.3). 
Nach den ersten Ergebnissen der Signaltransduktionsanalyse und der beobach-
teten Aktivierung der in der IL-8-Sekretion involvierten ERK p44/42 Kinasen lag 
die Vermutung nahe, dass auch die Infektion mit den beiden YadA-Kopf-Derivaten 
die IL-8-Sekretion induziert. HEp-2 Zellen wurden über Nacht mit verschiedenen 
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Konzentrationen (10-500 µg/ml) YadApstbaa26-253 und YadApstbΔ53-83 aa26-253 
inkubiert  
Wie Abbildung 4.21 zu entnehmen ist, konnte mittels IL-8-ELISA jedoch keinerlei 
IL-8 in den Zellüberständen nach der Infektion mit den gereinigten YadA-Kopf-
Derivaten nachgewiesen werden. Es wird deutlich, dass die Zytokinsekretion nicht 
allein durch die YadA-Proteinderivate induziert werden kann.  
Des Weiteren zeigt dieses Ergebnis, dass die Phosphorylierung der p44/42 
Kinasen allein nicht ausreichend ist, um die IL-8-Ausschüttung zu induzieren und 
somit die Aktivierung weiterer Signalmoleküle erforderlich ist. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4 Abb. 4.21: Induktion der IL-8-Sekretion bei Inkubation mit den YadA-Kopf-Derivaten. 5 x 10
HEp-2 Zellen wurden für 4 h oder über Nacht mit 106 YadA-exprimierenden Bakterien bzw. je  
10 µg/ml YadA-Proteinderivat inkubiert. BSA bzw. der Leervektor pBAD18 (V) wurden als 
Kontrollen verwendet. Die IL-8-Produktion wurde mittels eines spezifischen ELISAS bestimmt. 
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5. Diskussion 
 
Die Adhäsion pathogener Erreger an ihre Wirtszellen ist essentiell für die 
Kolonisation des Gewebes, die Invasion sowie die Verbreitung und Vermehrung 
der Mikroorganismen im Wirt (Pizarro-Cerda & Cossart, 2006). Um die Anheftung 
an eukaryotische Zellen zu gewährleisten, exprimieren Bakterien Adhäsine in 
Form von Pili, Fimbrien und afimbriliären Adhäsinen (Oelschlaeger, 2001). Zu den 
letztgenannten zählt das Außenmembranprotein YadA der enteropathogenen 
Yersinien, das im Rahmen dieser Arbeit sowohl funktionell als auch strukturell 
charakterisiert und hinsichtlich seiner Rolle im Infektionsprozess untersucht 
wurde. 
 
5.1 Charakterisierung der YadA-vermittelten Adhäsion und Invasion 
 
5.1.1 Identifikation der YadApstb-Invasionsdomäne 
 
Die Außenmembranproteine Invasin und YadA ermöglichen den 
enteropathogenen Yersinia Spezies Y. pseudotuberculosis und Y. enterocolitica, 
durch die Bindung an β1-Integrine an Wirtszellen zu adhärieren (Heesemann et 
al., 2006). Die β1-Integrine haben über ihre zytoplasmatischen Anteile direkten 
Kontakt mit verschiedenen, das Aktinzytoskelett beeinflussenden Signalmolekülen 
der Wirtszellen, so dass in Folge der Interaktion von Invasin mit den Wirtszell-
rezeptoren eine Signaltransduktionskaskade ausgelöst wird, die zu einer Umlage-
rung des Zytoskeletts und Internalisierung der Bakterien führt (Hauck et al.; 2006, 
Bruce-Staskal et al., 2002). Dieser Invasionsmechanismus ist vor allem in der 
initialen Phase der Infektion von Bedeutung und sichert die Translokation der 
Yersinien aus dem Ileum in die Peyerschen Plaques, die den Ausgangspunkt für 
die weitere, überwiegend extrazelluläre Verbreitung im Gewebe darstellen 
(Vazquez-Torres & Fang, 2000). Analysen unserer Arbeitsgruppe haben gezeigt, 
dass auch YadA aus Y. pseudotuberculosis ein starker Invasionsfaktor ist, der 
durch die Interaktion mit β1-Integrinen Einwanderung vermittelt. Im Gegensatz zu 
Invasin bindet es dabei nicht direkt, sondern über das als Brückenmolekül 
fungierende EZM-Protein Fibronektin an Integrine (Eitel & Dersch, 2002). 
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Während Y. pseudotuberculosis somit zwei unabhängige effiziente Invasionsfak-
toren besitzt, scheint dies bei Y. enterocolitica nicht der Fall zu sein.  
Die in dieser Arbeit durchgeführten Adhäsions- und Invasionsstudien, zeigten in 
Übereinstimmung mit Ergebnissen von Heesemann & Grüter (1987), dass 
YadAent, trotz einer mit YadApstb vergleichbaren Adhäsionsleistung an eukaryo-
tische Zellen, nur eine äußerst geringe Invasionsfähigkeit besitzt. Da im Vergleich 
zu Invpstb auch das Invasin aus Y. enterocolitica den deutlich schlechteren 
Invasionsfaktor darstellt (Miller, 1992), kann davon ausgegangen werden, dass 
diese Spezies insgesamt schlechter in die Wirtszellen einwandern kann. Inwieweit 
die stärkere Invasivität von Invpstb jedoch einen Vorteil für die Bakterien bei der 
Infektion darstellt, ist unklar, da sowohl in Y. enterocolitica als auch in  
Y. pseudotuberculosis die LD50 der jeweiligen inv-Mutante nicht stark von der des 
Wildtyps abweicht. Es konnte allerdings gezeigt werden, dass die invpstb-Mutante 
eine verringerte Effizienz bei der Besiedlung der Peyerschen Plaques in der 
frühen Phase der Infektion aufweist (Pepe & Miller, 1993; Marra & Isberg, 1997).  
Dersch & Isberg (2000) konnten die geringere Invasivität des Invent auf das Fehlen 
einer in Invpstb vorhandenen Domäne (D2) zurückführen. Diese Domäne vermittelt 
die Fähigkeit Invasin-Multimere auszubilden, wodurch ein Clustering der Integrine 
ausgelöst wird. Es resultiert in einer Verstärkung der für die Internalisation der 
Bakterien notwendigen Signaltransduktionskaskaden (Dersch & Isberg, 1999). 
Wie in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, wird auch die unterschiedliche 
Invasivität der YadA - und YadAent pstb-Proteine durch eine zusätzliche invasions-
spezifische Domäne in YadApstb hervorgerufen. Vergleiche der YadA-Aminosäure-
sequenz verschiedener Yersinia Spezies und Stämme zeigten sowohl in der Stiel- 
als auch in der Kopfregion der Proteine Unterschiede. Mehrere Insertionen in der 
Stieldomäne des YadAent-Proteins führen zu einem längeren Molekül, das aber 
aufgrund einer Deletion im N-Terminus eine kleinere Kopfdomäne aufweist. Da 
bekannt ist, dass diese Domäne für verschiedene adhäsive Eigenschaften des 
Proteins, wie die Bindung an Neutrophile und an extrazelluläre Matrixproteine, 
verantwortlich ist (Tamm et al., 1993; Roggenkamp et al., 1996; Tahir et al., 
2000), war anzunehmen, dass Abweichungen in diesem Bereich auch ursächlich 
für die unterschiedlichen invasiven Eigenschaften sein könnten. 
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Funktionelle Studien zur Bedeutung der in YadApstb zusätzlich vorhandenen 
Aminosäureregion (aa53-83) machten deutlich, dass sich die YadApstbΔ53-83-, 
YadApstb- und YadAent-vermittelte Adhäsion nicht signifikant voneinander unter-
scheiden. In Übereinstimmung damit konnten Studien von Roggenkamp et al. 
zeigen, dass sich eine Deletion der Aminosäuren 29–81 nicht auf die YadAent-
vermittelte Adhäsion auswirkte (1996), obwohl die gesamte Kopf- und Nacken-
region als Bindedomäne des YadAent-Proteins identifiziert werden konnte (2003). 
Die Mutante Δ29-81 war jedoch stark in ihrer Virulenz abgeschwächt und nicht 
mehr in der Lage an PMNs zu binden und die Superoxidfreisetzung zu 
verhindern. Dies deutet darauf hin, dass der extreme N-terminale Bereich der 
Kopfdomäne für diese Aktivität verantwortlich ist. Die Invasionsfähigkeit war nicht 
Gegenstand der genannten Analysen. Wie in der vorliegenden Arbeit gezeigt 
werden konnte, sind die weiter zentral in der Kopfdomäne lokalisierten 
Aminosäuren 53-83 des YadApstb-Proteins von entscheidender Bedeutung für die 
YadA-vermittelte Invasion. Die Deletion dieser 31 Aminosäuren hatte sehr 
drastische Auswirkungen: YadApstbΔ53-83-exprimierende E. coli K-12 oder  
Y. pseudotuberculosis YP31 Stämme konnten, ähnlich wie die YadAent-
exprimierenden Bakterien, nur in sehr geringem Maße in eukaryotische Zellen 
einwandern. Da die Adhäsionsfähigkeit durch die Mutation unbeeinträchtigt blieb, 
wurde deutlich, dass es sich bei der Region der Aminosäuren 53-83 um eine 
invasionsspezifische Domäne handelt.  
Analysen zu Invasin aus Y. pseudotuberculosis zeigten, dass die Invasions- und 
Adhäsionsfähigkeit eines Proteins mit einzelnen Aminosäuren assoziiert sein 
kann. Die funktionelle Bedeutung der für die Invasion essentiellen Aminosäuren 
Asp911 und 811 des Invpstb besteht darin, dass sie bei der Bindung an  
β1-Integrine den natürlichen Liganden Fibronektin nachahmen können (Leong et 
al., 1993, 1995; Saltman et al., 1996). Fibronektin ist ein modular aufgebautes 
Molekül, das von sich wiederholenden Strukturelementen (Typ I, II oder III) 
gebildet wird (Ruoslahti, 1988). Die Integrine binden innerhalb des Fibronektin 
Typ III repeats an die Domänen neun und zehn, wobei die Domäne neun das 
Erkennungsmotiv RGD enthält und der Domäne zehn ein synergistischer Effekt 
zukommt (Redick et al., 2000; Altroff et al., 2003). Das Asp911 der Domäne D5 
des Invpstb-Proteins nimmt bei der Bindung an die β1-Integrine die Funktion des 
konservierten Aspartats des RGD-Motivs des Fibronektins ein. Ferner wird davon 
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ausgegangen, dass Asp811 der Domäne D4 mit einer in der Synergieregion 
vorhandenen Aminosäure korrespondiert. So bilden die Domänen D4 und D5 des 
Invasins eine für die Integrinbindung notwendige Superdomäne aus (Leong et al., 
1995; Saltman et al., 1996; Isberg et al., 2000), die mit einer 100fach stärkeren 
Affinität an die Wirtszellrezeptoren bindet (Tran Van Nhieu & Isberg, 1993). 
Möglicherweise ist das starre Arrangement von D4 und D5 im Vergleich zu dem 
flexibleren Aufbau des Fibronektins für die höhere Affinität des Invasins verant-
wortlich (Niemann et al., 2003).  
Eine ähnlich starke Eingrenzung der Aminosäuren, die für die YadA-vermittelte 
Invasion essentiell sind, konnte nicht vorgenommen werden. Zwar ermöglichte die 
gezielte Mutagenese einzelner Aminosäuren der YadApstb-Invasionsdomäne zwei 
Aminosäuren (A58E und K59A) zu identifizieren, deren Austausch die Invasion 
um 60-70 % reduzierte. Das Adhäsionsvermögen dieser YadA-Mutanten war 
allerdings ebenfalls verringert, so dass diese Aminosäuren nicht als invasions-
spezifisch bezeichnet werden können. Die Einführung zweier kürzerer Deletionen 
in diesem Bereich mit jeweils 15 (Δ53-67) bzw. 16 (Δ68-83) deletierten Amino-
säuren führte zu einer Verringerung der Invasionsleistung um 50-70 %. Der Effekt 
dieser Mutationen war somit nicht so stark wie derjenige, der durch die Deletion 
der 31 Aminosäuren hervorgerufen wurde, bestätigte aber die funktionelle 
Bedeutung der 31 Aminosäuren-Region für die YadApstb-vermittelte Invasion. Um 
genauere Einblicke in die Binde- und Internalisationsdomäne zu erhalten, sind 
weitere YadA-Strukturanalysen wie z. B. Kristallstrukturanalysen erforderlich. 
Darüber hinaus ist es möglich, dass eine zusätzliche Region oder einzelne, 
außerhalb der Invasionsdomäne lokalisierte Aminosäuren des YadA-Proteins zur 
Invasion beitragen. So wurden in dem SfbI-Protein aus Streptococcus pyogenes 
zwei Domänen identifiziert, die beide essentiell für die Invasion sind. Die „repeat“-
Region des SfbI ist zwar ausreichend, um die Adhäsion zu vermitteln, für eine 
effektive Internalisation der Bakterien ist aber zudem das Vorhandensein einer 
weiteren strukturbestimmenden Region („spacer“-Region) nötig (Talay et al., 
2000, siehe Kapitel 5.1.2). Auch für die Internalin A (InlA)-vermittelte Invasion von 
Listeria monocytogenes sind zwei Domänen des Proteins erforderlich: Die 
leucinreiche Repeat-Region (LRR) sowie die „inter-repeat“-Region. Letztere ist für 
die korrekte Faltung der LRRs verantwortlich, ohne die eine Bindung an den 
Rezeptor des InlA, das E-Cadherin, nicht erfolgen kann (Lecuit et al., 1997). 
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5.1.2 Identifikation an der YadApstb-vermittelten Invasion beteiligter wirts-
zellspezifischer Determinanten 
 
Im Rahmen der Integrin-vermittelten Invasion bieten sich den Mikroorganismen 
grundsätzlich drei Möglichkeiten: (i) Sie exprimieren ein RGD-beinhaltendes oder 
RGD-ähnliches Peptid, das den natürlichen Liganden vortäuscht, (ii) sie binden an 
eine RGD-unabhängige Bindestelle im Integrin oder (iii) sie binden an den 
natürlichen EZM-Liganden der Integrine und können so die Einwanderung 
auslösen (Preissner & Chhatwal, 1999). Wie beschrieben, verfolgen YadApstb-
exprimierende Bakterien die letztgenannte Strategie. Sie binden im Gegensatz zu 
Invasin nicht direkt, sondern über Fibronektin als Brückenmolekül an β1-Integrine 
und vermitteln so die Internalisation der Bakterien (Eitel & Dersch, 2002). Für 
YadA ist darüber hinaus bekannt, dass es neben Fibronektin auch an die 
extrazellulären Matrixproteine Kollagen und Laminin binden kann (Tamm et al., 
1993, Flügel et al., 1994).  
Eine Analyse der Bindefähigkeiten der verschiedenen YadA-Derivate an Moleküle 
der extrazellulären Matrix konnte dazu beitragen, die Ursachen für das 
unterschiedliche Invasionsverhalten von YadA und YadApstb ent  aufzuklären. Die 
Proteine YadApstb, YadA  und YadAent pstbΔ53-83 weisen deutliche Unterschiede in 
ihrem Bindeverhalten an die verschiedenen EZM-Moleküle auf. Nur YadApstb ist in 
der Lage stark an Fibronektin zu binden. Die Bindekapazitäten von YadAent und 
YadApstbΔ53-83 für Fibronektin sind hingegen deutlich schlechter. Ein gegen-
sätzliches Verhalten konnte im Fall von Kollagen und Laminin beobachtet werden: 
YadAent- und YadApstbΔ53-83-Proteine binden stark an Kollagen und Laminin, 
während das YadApstb-Protein nur eine geringe Bindefähigkeit für diese beiden 
EZM-Proteine besitzt. Die Ergebnisse zeigen, dass der Verlust der Region der 31 
Aminosäuren zu einer Konversion der EZM-Bindespezifität führt. Dies könnte zum 
einen dadurch erklärt werden, dass die Region der Aminosäuren 53-83 selbst die 
Binderegion für Fibronektin darstellt (siehe Abbildung 5.1 A). Andererseits könnte 
die Deletion auch die Struktur des YadA-Trimers derart beeinflussen, dass für die 
Fibronektinbindung wichtige Aminosäuren verdeckt (siehe Abbildung 5.1 B) und 
andere, für die Bindung an Kollagen und Laminin wichtige Aminosäuren, 
exponiert werden. Es kann jedoch ausgeschlossen werden, dass die Kollagen-
bindung allein durch die starke Bindung von YadApstb an Fibronektin kompetetiv 
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verhindert wird, da YadApstb auch in Abwesenheit von Fibronektin nur in geringem 
Maße mit Kollagen interagiert.  
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Abb. 5.1: Modell zur Bindung von Fibronektin (Fn) in der YadA-Kopfregion. Schematische 
Darstellung zur Lokalisation der Fibronektinbindestelle (   ). (A) Die Fibronektinbindestelle ist in 
der Region der in YadApstb zusätzlichen 31 Aminosäuren lokalisiert. (B) Die Fibronektinbindestelle 
ist nicht innerhalb der in YadApstb zusätzlichen 31 Aminosäuren lokalisiert. Die Deletion bzw. das 
Fehlen der 31 Aminosäuren verursacht jedoch eine Konformationsänderung in YadApstbΔ53-83 
und YadA , so dass die Fibronektinbindestelle unzugänglich ist. ent
 
Die Ergebnisse der Bindestudien legen nahe, dass ein direkter Zusammenhang 
zwischen der Fähigkeit von YadA, an Fibronektin zu binden und der Fähigkeit, 
Invasion zu vermitteln, besteht. Dieser konnte in Antikörper-Inhibitionsexperi-
menten bestätigt werden. Die Vorinkubation von HEp-2 Zellen mit gegen 
Fibronektin gerichteten Antikörpern führte zu einer starken Reduktion der YadA-
vermittelten Invasion, während sich Kollagen- und Laminin-Antikörper nicht 
negativ auf die Internalisation auswirkten. Der invasionsdefiziente Phänotyp der 
YadAent- und YadApstbΔ53-83-Proteine kann demzufolge auf ihre geringe Fibro-
nektinbindefähigkeit zurückgeführt werden.  
Verschiedene weitere pathogene Mikroorganismen wie beispielsweise 
Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes und Neisseria gonorrhoeae sind 
mittels ihrer adhäsiven Proteine ebenfalls dazu in der Lage, an Fibronektin zu 
binden (Preissner & Chhatwal, 1999) und die Aufnahme in eukaryotische Zellen 
zu induzieren (Joh et al., 1999; Hauck & Meyer, 2003). Sowohl in dem F1-Protein 
als auch in dem homologen SfbI-Protein von S. pyogenes wurden zwei, für die 
Bindung an Fibronektin und die Invasion essentielle Domänen identifiziert (Talay 
et al., 2000; Ozeri et al., 1996). Die so genannte „repeat“-Region des SfbI-
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Proteins vermittelt zunächst die Adhäsion an Fibronektin. Dadurch kommt es zu 
strukturellen Veränderungen innerhalb der „spacer“-Region des SfbI-Proteins, so 
dass auch diese an Fibronektin binden und nun die Invasion in die eukaryotischen 
Zellen induzieren kann (Talay et al., 2000). Auch für die Fibronektinbindeproteine 
FnbpA von S. aureus und FnbA sowie FnbB von Streptococcus dysgalactiae 
wurde gezeigt, dass diese infolge der Fibronektinbindung eine veränderte Struktur 
aufweisen (House-Pompeo et al., 1996). Aufgrund der klinischen Bedeutung von 
Staphylokokken und Streptokokken sind die Fibronektinbindeproteine (FnBP) der 
grampositiven Bakterien bereits im Detail untersucht, so dass Gemeinsamkeiten 
und Mechanismen ihrer Bindung bekannt sind. Die FnBPs haben eine molekulare 
Organisation, bei der die Fibronektinbindeaktivität in der C-terminalen Hälfte in 
Form von sich wiederholenden, 35-40 Aminosäuren umfassenden Sequenzen 
lokalisiert ist. Das repetitive Auftreten der Bindesequenzen trägt eventuell dazu 
bei, eine kritische Dichte an Fibronektin zu binden und so ein Clustering der 
Integrine, ähnlich wie bei der Invasin-Integrin-Interaktion, auszulösen (Schwarz-
Linek et al., 2006). Dieser Fibronektin-Bindemechanismus scheint weit verbreitet, 
da er auch für das BBK32-Protein des zu den Spirochäten zählenden Bakteriums 
Borrelia burgdorferi nachgewiesen werden konnte (Raibaud et al., 2005). 
Möglicherweise sind auch in YadA mehrere Fibronektinbindedomänen erforder-
lich, um eine effiziente Internalisation zu gewährleisten. Diese Vermutung wird 
durch die Beobachtung unterstützt, dass die Fähigkeit an Fibronektin zu binden, 
nicht zwangsläufig zu einer Einwanderung der Bakterien führt. Beispielsweise 
konnten die Mutantenproteine YadApstbA58E und K59A keine effiziente Invasion in 
Wirtszellen vermitteln, obwohl sie weiterhin sehr effizient an Fibronektin binden 
konnten. Die Bindung an dieses extrazelluläre Matrixprotein muss somit offenbar 
auf eine ganz spezifische Weise erfolgen, damit es so mit den β1-Integrine 
interagieren kann, dass die zur Internalisation führende Signaltransduktions-
kaskade ausgelöst wird. So konnte gezeigt werden, dass in Abhängigkeit davon, 
ob die RGD-Region oder aber N-terminale Fragmente des Fibronektins an α β5 1-
Integrine binden, unterschiedliche Signalwege in der Zelle initiiert werden 
(Hocking et al., 1998). Die Komplexität dieses Invasionsmechanismus wird ferner 
dadurch verdeutlicht, dass Fibronektin-beschichtete Latexkugeln nur sehr 
ineffizient in eukaryotische Zellen aufgenommen werden (Hook et al., 1989; 
Dersch & Isberg, 1999). Gerade initiierte, weitere detaillierte Analysen, sowie die 
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Untersuchung der Kristallstruktur des Fibronektin-YadA-Komplexes, könnten zu 
einem besseren Verständnis der YadApstb-vermittelten Invasion beitragen.  
Fibronektin bindet an die α -, α -, -5β1 vβ1  α4β1  und α β8 1-Integrin-Rezeptoren, 
während Kollagen an α -,  α -, -1β1 2β1  α10β1  und α - 11β1  und Laminin an α -β3 1 ,   α β6 1- 
und α β7 1-Integrine bindet (Hynes, 2002). Die Klasse der jeweils durch die 
verschiedenen EZM-Proteine gebundenen Integrine könnte im Zusammenhang 
mit der Effizienz der bakteriellen Invasion stehen. So wurde beispielsweise für 
den Integrintyp α β5 1 gezeigt, dass er hohe Invasionsraten vermitteln kann (Isberg 
& Leong, 1990; Hynes et al., 1992). In Übereinstimmung mit diesen Ergebnissen 
zeigten Invasionsstudien mit inhibitorischen Antikörpern, dass nur die α β5 1-
Integrine an dem YadApstb-vermittelten Invasionsprozess beteiligt sind. 
Interessanterweise wurde eine funktionelle Rolle der α β5 1-Integrine ebenfalls für 
den bakteriellen Invasionsprozess von S. aureus, Shigella flexneri und Neisseria 
meningitidis nachgewiesen (Hauck et al., 2006; Scibelli et al., 2007; Virji et al., 
1994; Watarai et al., 1996). Demnach scheinen besonders α β5 1-Integrine sehr 
invasionskompetent zu sein. Gegen andere α-Untereinheiten gerichtete Anti-
körper hatten keinen negativen Effekt auf die Invasionsleistung YadApstb-
exprimierender Bakterien. Da, wie beschrieben, Kollagen und Laminin aber keine 
Bindung an α -Integrine vermitteln, kann die starke Bindung von YadAβ5 1 ent und 
YadApstbΔ53-83 an diese EZM-Moleküle demzufolge nicht zu einer Internalisation 
der Bakterien führen (siehe Abbildung 5.2).  
Tran Van Nhieu & Isberg (1993) sowie Dersch & Isberg (1999, 2000) konnten 
zeigen, dass die β1-Integrin-vermittelte Invasion stark von der Affinität und 
Multimerisierung des Liganden sowie dem Clustering der Rezeptoren abhängig 
ist. Weiterführende Analysen sind notwendig um aufzuklären, ob auch bei der β1-
Integrin-vermittelten Invasion durch YadApstb ein Clustering der Rezeptoren über 
die Fibronektin-Brückenbildung erfolgen muss, um eine effiziente Internalisation 
hervorzurufen. 
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Abb. 5.2: Modell der Interaktion verschiedener YadA-Proteine mit eukaryotischen 
Wirtszellen. Schematische Darstellung von YadApstb- und YadApstbΔ53-83- bzw. YadAent-
exprimierenden Bakterien, die in Abhängigkeit der gebundenen EZM-Moleküle und Integrinklassen 
sowohl Adhäsion, Invasion als auch IL-8-Sekretion oder nur Adhäsion und IL-8-Sekretion 
vermitteln können.  
 
5.1.3 Einfluss der Invasionsdomäne auf weitere YadA-vermittelte Virulenz-
eigenschaften 
 
5.1.3.1 Autoagglutination und Hämagglutination 
 
Neben den beschriebenen adhäsiven und invasiven Eigenschaften hat YadA 
weitere wichtige Funktionen. So vermittelt es beispielsweise die Autoagglutination 
in der stationären Phase (Balligand et al., 1985; Skurnik et al., 1984). Dabei 
kommt es aufgrund einer Reißverschluss-ähnlichen Interaktion von Kopf- und 
Stielregion verschiedener YadA-Moleküle zu einer Aggregation der YadA-
exprimierenden Bakterien (Hoiczyk et al., 2000). Da die Kopfregion an diesem 
Prozess beteiligt ist, erscheint es plausibel, dass die Invasionsdomäne von 
Bedeutung für die Autoagglutination ist. Sowohl YadA  als auch YadAent pstbΔ53-83 
sind, wenn sie in E. coli K-12 oder Y. pseudotuberculosis YP31 exprimiert 
werden, nicht in der Lage eine Aggregation der Bakterien auszulösen. Dies wird 
auch durch Ergebnisse einer Studie von Tamm et al. (1993) bestätigt, in der eine 
Deletion der benachbart gelegenen, konservierten hydrophoben Region der 
Aminosäuren 83-101 in YadAent zu einem Verlust der Autoagglutinationsfähigkeit 
führte. Die, wie YadA, zu den „Trimeren Autotransporter-Adhäsinen“ zählenden 
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Proteine VompA aus Bartonella quintana, Hag aus Moraxella catarrhalis und Hap 
aus Haemophilus influenzae sind ebenso in der Lage, Autoagglutination zu 
induzieren, wobei im Fall von Hap nicht der N-, sondern der C-Terminus involviert 
ist (Zhang et al., 2004; Pearson et al., 2002; Fink et al., 2003). Diese Form der 
Mikrokoloniebildung wird als Zwischenschritt der Biofilmbildung diskutiert 
(Hendrixson & St. Geme, 1998) und stellt daher für Bakterien einen 
Schutzmechanismus gegen die Wirtsabwehr und die Wirkung antimikrobieller 
Peptide dar (Donlan et al., 2002). Da in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, dass 
die zusätzlichen 31 Aminosäuren in der YadApstb-Kopfdomäne darüber hinaus 
auch für die YadA-vermittelte Hämagglutination notwendig sind, kann dieser 
Region, neben ihrer Bedeutung für die Invasion, ebenfalls ein direkter Einfluss auf 
die aggregativen Eigenschaften von YadA zugeordnet werden. Die 
Hämagglutination ist häufig mit der Expression von Adhäsinen assoziiert, die an 
der Kolonisation von Schleimhäuten beteiligt sind und wird beispielsweise auch 
von dem Hag-Protein aus M. catarrhalis und von den Typ IV Pili von Vibrio 
cholerae vermittelt (Pearson et al., 2002; Marsh et al., 1999).  
 
5.1.3.2 Serumresistenz 
 
Analog zu BrkA aus Bordetella pertussis, dem M-Protein von Gruppe A-
Streptokokken und DsrA aus Haemophilus ducreyi stellt YadA für Yersinien einen 
Schutz gegen den bakteriolytischen Effekt des humanen Serums dar (Biedzka-
Sarek et al., 2005; Fernandez & Weiss 1994; Blackmore et al., 1998; Elkins et al., 
2000). Die in dem humanen Serum enthaltenen Komponenten des Komplement-
systems sind ein Teil des unspezifischen Immunsystems und dienen der 
Elimination eingedrungener Mikroorganismen. In dieser Arbeit konnte gezeigt 
werden, dass YadApstb, YadA  und YadAent pstbΔ53-83 gleichermaßen eine 
Resistenz gegenüber dem bakteriolytischen Effekt des menschlichen Serums 
vermitteln können und die Aminosäuren 53-83 der N-terminalen Kopfregion des 
YadA-Proteins daher nicht für die Serumresistenz von Bedeutung sind. 
Übereinstimmend hiermit demonstrierten Roggenkamp et al. (2003), dass die 
Kopf- und Nackendomäne des Yadent-Proteins für die Serumresistenz entbehrlich, 
die Anker- und Stielregion jedoch zwingend notwendig sind. Auch das Ail-Protein 
enteropathogener Yersinien trägt zur Serumresistenz bei. Während dies jedoch 
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eher für kurzzeitiges Überleben von Bedeutung ist, bietet YadA längerfristig 
Schutz (Biedzka-Sarek et al., 2005). Es wird angenommen, das YadA an den 
Faktor H des Komplementsystems bindet und so die Opsonisierung der Bakterien 
verhindert. Dies wurde bereits für OspE aus Borellia burgdorferi und das M-
Protein der Gruppe A-Streptokokken beschrieben (Blackmore et al., 1998; 
Hellwage et al., 2001). Untersuchungen zur Rolle des LPS bei der Vermittlung der 
Serumresistenz zeigten eine eher negative Wirkung, da das O-Antigen 
möglicherweise Angriffsziel von Antikörpern oder Lektinen ist (Biedzka-Sarek et 
al., 2005). Folglich könnte der Effekt von YadA zusätzlich darauf beruhen, dass es 
das LPS durch seine lange oberflächenexponierte Struktur verdecken und somit 
vor dem Angriff durch Antikörper schützen kann (Hoiczyk et al., 2000). 
 
5.1.3.3 IL-8-Sekretion 
 
Bei einer Infektion mit enteropathogenen Bakterien produzieren Epithelzellen 
häufig verschiedene proinflammatorische Zytokine, wie beispielsweise das 
Interleukin-8 (Jung et al., 1995). Es stellt einen starken Lockstoff für neutrophile 
Granulozyten dar und ist besonders für die frühe Wirtsantwort auf bakterielle 
Infektionen von Bedeutung (Baggiolini & Clark-Lewis., 1992). Die Afa/Dr Adhäsine 
von E. coli und das Flagellin von Salmonella enterica Serovar Typhimurium 
induzieren ebenso wie Invasin und YadA die Produktion dieses Zytokins (Betis et 
al., 2003; Gewirtz et al., 2001; Schulte et al., 2000; Schmid et al., 2004; Eitel et 
al., 2005). Die Induktion der IL-8-Sekretion durch die beiden Yersinia-Außenmem-
branproteine wird als Pathogenitätsstrategie angesehen. Die phagozytose-
resistenten Yersinen scheinen die aufgrund der Anlockung und Einwanderung der 
PMNs aufgelockerten Zell-Zell-Kontakte für ihre Ausbreitung im Wirt und die 
Besiedlung tieferer Gewebe zu nutzen (McCormick et al., 1997). Da sowohl 
YadApstb, YadA  als auch YadAent pstbΔ53-83 die IL-8-Sekretion nahezu gleich stark 
induzieren, ist diese von der Invasion unabhängig und erfolgt allein durch die 
Adhäsion der Bakterien (siehe Abbildung 5.2). Dies konnte parallel auch durch 
Ergebnisse von Eitel et al. (2005) bestätigt werden, die zeigten, dass eine 
Blockierung der für die Internalisation nötigen Aktinumlagerung durch 
Cytochalasin D keinen Einfluss auf die IL-8-Sekretion hatte.  
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5.1.4 Identifikation der Kollagenbindedomäne in YadApstb 
 
In dieser Arbeit konnten durch gerichtete Mutagenese die Binderegionen für 
Kollagen, Laminin und Fibronektin innerhalb des YadA-Proteins näher charakte-
risiert werden. Mit Hilfe der von Nummelin et al. (2004) kristallisierten 
rekombinanten Bindedomäne des YadAent-Proteins konnte eine Reihe von 
Aminosäuren identifiziert werden, die für die Kollagenbindung von Bedeutung 
sind. Der Austausch der zwei beteiligten Aminosäuren V133D und N134A 
resultierte sowohl in YadA  als auch in YadApstb pstbΔ53-83 in einer drastischen 
Reduktion der Kollagenbindung, so dass diese Aminosäuren auch in YadApstb als 
essentiell für die Kollagenbindung betrachtet werden können. Da YadApstbΔ53-83 
im Vergleich zu YadApstb mehr als zweifach stärker an Kollagen bindet, ist 
anzunehmen, dass in diesem Protein weitere Aminosäuren exponiert sind, die für 
die erhöhte Bindefähigkeit verantwortlich sind. Möglicherweise sind, ähnlich wie in 
dem zu der Klasse der „Trimeren Autotransporter-Adhäsine“ zählenden Hap-
Protein aus H. influenzae, zwei Domänen für die Kollagen- und Lamininbindung 
erforderlich (Fink et al., 2002, 2003). Denkbar ist auch, dass in YadApstb die 
Aminosäuren V133 und N134 weniger gut an der Oberfläche exponiert und 
zugänglich sind als in YadApstbΔ53-83 und sich darin die geringere Kollagen-
bindefähigkeit von YadApstb begründet. Wie die Kristallisierung der Kollagenbinde-
domäne vermuten lässt, wird das YadAent-Molekül bei der Interaktion mit dem 
Kollagenmolekül gebogen, wodurch gleichzeitig wichtige Aminosäuren für die 
Bindung exponiert werden (siehe Abbildung 5.3 A). Eventuell sind diese, ange-
sichts der in YadApstb zusätzlich vorhandenen Invasionsdomäne, aber trotz der 
Biegung des Moleküls für die Kollagenhelix unzugänglich (siehe Abbildung 5.3 B). 
Alternative Molekülbiegungen könnten durch die Exposition verschiedener 
Bindedomänen somit die diversen Funktionen des YadA-Moleküls bedingen. 
Zur Bindung von Kollagen sind, neben YadA und dem Hap-Protein, weitere 
Vertreter der „Trimeren Autotransporter-Adhäsine“ wie EmeA aus Actinobacillus 
actinomycetemcomitans und VompC aus Bartonella quintana befähigt (Cotter et 
al., 2005; Ruiz et al., 2006). VompC gehört zu einer hochkonservierten 
Genfamilie, die nur geringfügig in ihrer Sequenz variiert und verschiedene 
Funktionen einnimmt. Während die hochhomologen VompA Variante eine deutlich 
geringere Kollagenbindefähigkeit zeigt, konnte für sie jedoch eine autoaggregative 
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Eigenschaft nachgewiesen werden (Zhang et al., 2004). Dieses Beispiel belegt, 
dass sehr ähnliche Proteine durchaus sehr unterschiedliche und vielfältige 
Virulenzeigenschaften haben können, wie es auch bei den eng verwandten 
YadApstb- und YadAent-Proteinen der Fall ist.  
 
 
 
 
 
 
 
 
YadApstb YadApstbΔ53-83/ 
YadAent 
B A 
Ko 
Ko 
Abb. 5.3: Modell zur Exposition von Kollagenbindestellen in der YadA-Kopfregion. 
Schematische Darstellung zur Biegung des YadA-Moleküls infolge der Bindung an Kollagen (Ko). 
(A) In YadApstbΔ53-83 und YadAent verursacht die Biegung des Moleküls bei der Kollagenbindung 
gleichzeitig die Exposition weiterer Kollagenbindestellen (    ). (B) Zwar kommt es in YadApstb 
infolge der Bindung des Kollagens ebenfalls zu einer Biegung des Moleküls, es erfolgt jedoch 
dadurch keine Exposition weiterer hochaffiner Bindestellen. 
 
Während die Aminosäuren V133 und N134 in YadA und YadApstb pstbΔ53-83 keine 
Bedeutung für die Fibronektinbindung haben, waren im Gegensatz dazu die 
Mutanten nicht mehr in der Lage an Laminin zu binden. Es ist daher davon 
auszugehen, dass die Kollagen- und Lamininbindestellen überlappend bzw. sehr 
eng beieinander und getrennt von der Fibronektinbindestelle lokalisiert sind. Ein 
Einfluss der Mutation auf die YadApstb-vermittelte Invasion konnte nicht festgestellt 
werden, so dass YadApstbV133D, N134A und YadApstbΔ53-83 V133D, N134A 
geeignet sind, um im Tierversuch die Bedeutung der Kollagenbindung für die 
Pathogenese und Virulenz von Yersinien aufzuklären.  
Nummelin et al. (2004) machten deutlich, dass die zu diesem Zeitpunkt 
postulierten Kollagenbindestellen von rein struktureller Bedeutung sind. Demnach 
haben die insgesamt achtmal auftretenden NSVAIGXXS-Motive (Tahir et al., 
2000) eine stabilisierende Funktion für die Windungen des Proteins und bilden 
den hydrophoben Kern des Trimers aus. Der beobachtete Verlust der Kollagen-
bindung ist auf die gestörte Trimerisierung des Moleküls zurückzuführen. Dies 
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hatten auch die Außenmembranpräparationen der konstruierten Mutanten 
gezeigt. Die Deletion der Aminosäuren 118-139 (Tamm et al., 1993) resultiert in 
einer intramolekularen Rearrangierung, die zwar nicht die Trimerisierung 
verhindert, aber funktionell wichtige Aminosäuren in das Innere des Moleküls 
verschiebt und deshalb den beobachteten Funktionsverlust dieser Mutanten 
hervorruft.  
Bisher wurden nur zwei weitere Strukturen bakterieller Kollagenbindedomänen 
charakterisiert: Die der Klasse I Kollagenase aus Clostridium histolyticum und die 
des Cna-Proteins aus S. aureus. Diese zeigen jedoch weder hinsichtlich ihrer 
Struktur noch in ihrer Aminosäureabfolge Gemeinsamkeiten. Für Cna aus  
S. aureus wurde ein Bindungsmodell postuliert, bei dem es infolge hydrophober 
Interaktionen zwischen Protein und Ligand und einer strukturellen Reorganisation 
zur „Umarmung“ der Kollagenhelix durch die zwei Subdomänen des Cnas kommt 
(Symersky et al., 1997; Zong et al., 2005). Innerhalb der Typ I Kollagenase konnte 
hingegen die Aminosäure Tyr994 als bedeutend für die Kollagenbindung 
identifiziert werden (Wilson et al., 2003). 
 
5.1.5 Einfluss der invasionsdefizienten YadA-Derivate auf die Invasin-
vermittelte Invasion 
 
Während das Invasin-Protein bei moderaten Temperaturen maximal synthetisiert 
wird und somit schon zu Beginn einer Infektion auf der Bakterienoberfläche 
vorhanden ist, erfolgt die YadA-Expression erst bei 37°C (Nagel et al., 2001; Eitel 
& Dersch, 2002). Es ist daher anzunehmen, dass es im Verlauf einer Infektion zur 
gleichzeitigen Expression dieser beiden Proteine kommt, wobei YadA als deutlich 
größeres Molekül das Invasin in seiner Funktion behindern könnte (Hoiczyk et al., 
2000; Hamburger et al., 1999). Es ist bereits bekannt, dass bei gleichzeitiger 
Expression der Transport und Einbau beider Proteine in die Außenmembran nicht 
gestört wird (Eitel & Dersch, 2002; Hudson et al., 2005). Darüber hinaus wurde 
bei gleichzeitiger Expression von YadApstb und Invpstb ein additiver Effekt 
hinsichtlich der Anzahl eingewanderter Bakterien beobachtet (Eitel & Dersch, 
2002).  
Adhäsions- und Invasionsstudien mit sowohl YadA als auch Invasin-
exprimierenden E. coli K-12 Stämmen zeigten, dass die invasionsdefizienten 
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YadA-Derivate die Invasin-vermittelte Invasion in Epithelzellen nicht negativ 
beeinflussen. Dies traf sowohl für Invpstb als auch Invent zu. Die starke 
Bindeaffinität von YadA und YadAent pstbΔ53-83 an Kollagen und Laminin behin-
derte die direkte Bindung an die invasionsvermittelnden α β5 1-Integrine demnach 
nicht. Die Fähigkeit der YadApstb-exprimierenden Bakterien, an Fibronektin zu 
binden, könnte für den zu beobachtenden additiven Effekt bei gleichzeitiger 
Expression der YadApstb- und der verschiedenen Inv-Derivate verantwortlich sein. 
Hudson et al. (2005) hatten in einem ähnlichen Versuchsansatz allerdings 
festgestellt, dass sich YadApstb bei gleichzeitiger Expression von Invpstb negativ auf 
die Invasin-vermittelte Phagozytose durch Makrophagen auswirkt. Die Invasion 
war bei gleichzeitigem Vorhandensein der beiden Proteine in der Außenmembran 
um ca. 50 % reduziert. Basierend auf den unterschiedlichen Invasionsmecha-
nismen von YadA und Invasin könnten Unterschiede der extrazellulären Matrix 
am Infektionsort eine entscheidende Rolle für die Invasionseffizienz der beiden 
Proteine spielen. Demnach käme es nur bei einem hohen EZM-Gehalt zu einer 
Ausbildung von invasionskompetenten Fibronektin-β1-Integrin-Komplexen. Diese 
begünstigen einerseits die YadA-vermittelte Invasion, behindern jedoch 
andererseits die Invasin-vermittelte Aufnahme der Bakterien durch Makrophagen, 
da eine geringere Anzahl fibronektinungebundener Rezeptoren für eine effektive 
Bindung zur Verfügung steht. Zu bedenken ist jedoch, dass Invasin 100fach 
affiner als Fibronektin an die β1-Integrine bindet und es den natürlichen Liganden 
demzufolge verdrängen könnte. Analysen unserer Arbeitsgruppe deuten ebenfalls 
darauf hin, dass bei der Einwanderung in HEp-2 Zellen YadApstb mit 
fibronektingebundenen β1-Integrinen interagiert. Übereinstimmend mit dem Modell 
von Hudson et al. (2005) führte der Einsatz von Fibronketin-Antikörpern in einem 
Invasionsassay zu einer erhöhten Einwanderung Invasin-exprimierender 
Bakterien und die Zugabe von Fibronektin zu einer gesteigerten YadApstb-
vermittelten Invasion. Darüber hinaus wurde die YadApstb-vermittelte Invasion 
durch die Präinkubation von HEp-2 Zellen mit gegen β1-Integrine gerichtete 
Antikörper stark reduziert und konnte durch anschließende Zugabe von 
Fibronektin leicht gesteigert werden (Eitel & Dersch, 2002). Detailliertere 
Informationen über den EZM-Gehalt in den verschiedenen eingesetzten Zell-
kulturen, den J774A.1 Makrophagen und der Epithelzellline HEp-2 könnten even-
 89
5. Diskussion 
tuell Aufschluss über die Ursachen für diese unterschiedlichen Beobachtungen 
geben.  
 
5.1.6 Bedeutung der YadApstb-Invasionsdomäne für die Virulenz 
 
In Y. pseudotuberculosis stellen die stark invasiven Inv- und YadA-Proteine 
mindestens zwei alternative Internalisationsfaktoren dar (Eitel & Dersch, 2002). 
Aufgrund ihres durch Umweltsignale regulierten unterschiedlichen Expressions-
musters wird davon ausgegangen, dass sie zu unterschiedlichen Zeiten der 
Infektion aktiv sind. Invasin wird bereits vor der Aufnahme der Bakterien 
synthetisiert und sichert so eine schnelle und effiziente Internalisierung in die 
Wirtszellen des Darms. Im späteren Verlauf der Infektion hingegen wird Invasin 
nicht mehr gebildet und scheint daher nur eine Bedeutung für den initialen 
Infektionsschritt zu haben (Ellison et al., 2004; Oellerich et al., 2007). YadA 
könnte aufgrund seiner Expression bei 37°C vor allem für die spätere Ausbreitung 
der Yersinien in Darm-assoziierten Geweben und Organen wichtig sein und durch 
seine Fähigkeit zur Autoagglutination und Biofilmbildung die Kolonisierung 
erleichtern. 
In Tierversuchen mit Balb/c Mäusen sollte untersucht werden, inwieweit sich der 
durch das Fehlen der invasionsspezifischen 31 Aminosäuren hervorgerufene 
Verlust der invasiven und aggregativen Fähigkeiten des YadApstb-Proteins negativ 
auf den Infektionsverlauf auswirkt. Bei einer oralen Infektion zeigte sich im 
Vergleich mit YadApstb, dass die YadApstbΔ53-83 Mutante ebenso wie eine  
Y. pseudotuberculosis yadA-Nullmutante weiterhin zur initialen Translokation der 
M-Zellen und der folgenden Ausbreitung im Gewebe fähig war. Allerdings konnte 
eine abgeschwächte Virulenz beider Mutanten festgestellt werden, da jeweils eine 
geringere Anzahl von Bakterien in der Lage war, sowohl die Peyerschen Plaques 
als auch die mesenterialen Lymphknoten und die Milz zu besiedeln. Dies stimmt 
mit den Ergebnissen von Han & Miller (1997) zur Rolle von YadApstb für die 
Virulenz überein. Interessanterweise hat eine yadA-Nullmutation in Y. entero-
colitica drastischere Auswirkungen und verhält sich in Mausinfektionsversuchen 
avirulent (Pepe et al., 1995). Es scheint, als wäre YadApstb, obwohl es zusätzlich 
die Fähigkeit besitzt Invasion zu vermitteln, ein weniger bedeutender 
Virulenzfaktor in Y. pseudotuberculosis. Eine Studie von Tamm et al. (1993) 
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stellte den Virulenzverlust einer yadA-Nullmutante in direkten Zusammenhang mit 
dem Verlust der Kollagenbindefähigkeit, da eine konstruierte YadA-Kollagen-
mutante ebenfalls avirulent im Tierversuch war. Diese Korrelation muss allerdings 
kritisch betrachtet werden, da in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden konnte, 
dass die betreffende YadA-Mutante nicht nur in der Kollagenbindefähigkeit 
eingeschränkt war, sondern allgemein nicht mehr mit eukaryotischen Wirtszellen 
interagierte. Es kann daher angenommen werden, dass sich die eingeführte 
Deletion auch auf die Struktur des YadA-Moleküls auswirkte. Die Strukturanalyse 
von Nummelin et al. (2004) legt zudem nahe, dass diese Deletion zu einer 
intramolekularen Rearrangierung führt und wichtige Aminosäuren in das Innere 
des Moleküls verschoben werden. Trotzdem kann nicht völlig ausgeschlossen 
werden, dass die starke Kollagenbindefähigkeit des YadAent Proteins für die 
Yersinien von Vorteil im Infektionsprozess ist. Sie könnte eine entscheidende 
Funktion bei der extrazellulären Adhäsion und Koloniebildung einnehmen, die bei 
einer Infektion durch Y. enterocolitica typischerweise mit einer Abszessbildung in 
lymphatischen Geweben und Organen einhergeht (Bottone et al., 1977; 
Autenrieth & Firsching, 1996). Die Bindung von Kollagen würde diese Funktion 
sichern, da sie nicht, wie die Bindung an Fibronektin und die α β5 1-Integrine, zu 
einer Internalisation der Bakterien führt. Vermutlich haben YadA  und YadAent pstb 
somit im Infektionsverlauf unterschiedliche Aufgaben. YadApstb könnte mit seinen 
invasiven Fähigkeiten eine Art „Back-up“-System darstellen, das den Bakterien, 
die sich längere Zeit nach Aufnahme durch den Wirt noch im Darmlumen 
befinden, ermöglicht die M-Zellen zu passieren und sich in tieferliegende Gewebe 
zu verbreiten. YadAent hingegen könnte vor allem für die extrazelluläre Besiedlung 
von Geweben von Bedeutung sein. Für diese Annahme spricht, dass es bei 
Infektionen mit Y. enterocolitica, im Gegensatz zu denen mit Y. pseudo-
tuberculosis, vermehrt zu einer Abszessbildung kommt und seltener die tiefer 
gelegenen Gewebe und Organe besiedelt werden (Pepe & Miller, 1993). Neueste 
Ergebnisse von Oellerich et al. (2007) zeigten, dass die für die Abszessbildung 
ursächliche Mikrokoloniebildung durch jeweils einzelne Bakterien gewährleistet 
wird.  
Es fällt schwer, die Rolle von Kollagen und Fibronektin für die Virulenz von 
Mikroorganismen eindeutig zu beurteilen. So wurden in S. pyogenes und  
S. aureus mehrere fibronektinbindende Proteine identifiziert, die sowohl für die 
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Adhäsion als auch Invasion von großer Bedeutung sind. Im Widerspruch dazu 
jedoch zeigten zwei weitere Studien, dass die Virulenz dieser Organismen durch 
die Interaktion mit Fibronektin abgeschwächt wird bzw. in einer Fibronektin-
bindeprotein-Mutante erhöht ist (Nyberg et al., 2004; McElroy et al., 2002). Für die 
Etablierung einer chronischen Niereninfektion durch diffus adhärierende E. coli ist 
zum anderen die Interaktion des kollagenbindenden Dr Adhäsins essentiell 
(Selvarangan et al., 2004). Des Weiteren ist das kollagenbindende Cna-Protein 
aus S. aureus ein wichtiger Virulenzfaktor für die Keratitis und Osteomyelits 
auslösenden Infektionen (Elasri et al., 2002; Rhem et al., 2000). Es existiert 
darüber hinaus möglicherweise ein Zusammenhang zwischen der Kollagen-
bindung durch Y. enterocolitica und dem Auftreten der reaktiven Arthritis 
(Grippenberg-Lerche et al., 1995; Lacoste et al., 2006). Ebenso konnte eine 
Korrelation zwischen der Kollagenbindung durch das M3-Protein von S. pyogenes 
und dem Auftreten einer weiteren Autoimmunkrankheit, dem rheumatischen 
Fieber, festgestellt werden (Dinkla et al., 2003a). Außerdem wurde eine 
Verknüpfung zwischen der Bindung an Kollagen und Fibronektin hergestellt 
werden. Dinkla et al. (2003b) zeigten, dass S. pyogenes, dessen Mehrzahl an 
Isolaten nicht in der Lage ist direkt an Kollagen zu binden, dieses über an SfbI 
gebundenes Fibronektin rekrutiert. Dadurch kommt es zu einer Formation großer 
bakterieller Aggregate. Dieser Mechanismus stellt eine neue Adhäsions- und 
Kolonisationsstrategie dar, bei der die Bakterien gegen Phagozytose durch PMNs 
geschützt sind und demonstriert einen weiteren, für die Virulenz möglicherweise 
bedeutenden Aspekt der Kollagenbindung. 
 
5.2 Bewertung der Anwendbarkeit löslicher YadA-Proteinderivate für 
die Analyse der eukaryotischen Signaltransduktion 
 
Nachdem aufgrund der Identifikation der YadApstb-Invasionsdomäne und der 
beteiligten wirtszellspezifischen Determinanten die Invasion klar von der Adhäsion 
abgegrenzt werden kann, können erstmalig die Unterschiede der zu Grunde 
liegenden eukaryotischen Signaltransduktion untersucht werden. In der 
vorliegenden Arbeit wurde daher analysiert, inwiefern lösliche YadA-Protein-
derivate geeignet sind, Adhäsion und Invasion durch die Aktivierung der 
entsprechenden Signalkaskaden zu vermitteln. Es konnte gezeigt werden, dass 
gereinigte, aus der Kopf- und Nacken-Domäne (aa 26-253) bestehende YadA-
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Proteinderivate zur selbständigen Trimerisierung fähig und damit für weitere 
zellbiologische Analysen geeignet sind. Wiedemann et al. (2001) bestimmten 
durch den Einsatz Invasin-beschichteter Latexkugeln einige der an der Invasin-
vermittelten Phagozytose beteiligten Signalmoleküle. Des Weiteren wiesen 
Dersch & Isberg (1999) mittels dieser Methode eine für die Invasion essentielle 
Domäne des Invasins aus Y. pseudotuberculosis nach und konnten durch die 
Infektion von HEp-2 Zellen mit löslichem Protein das Clustering der Integrine 
durch die Invasinmoleküle demonstrieren. Durch die Überexpression, Reinigung 
und Kopplung an Latexkugeln konnten IpaB und C aus S. flexneri, SfbI aus  
S. pyogenes, InlA aus L. monocytogenes und AfaD aus E. coli als 
Invasionsfaktoren identifiziert bzw. in ihrer Funktion bestätigt werden (Ménard et 
al., 1996; Molinari et al., 1997; Lecuit et al., 1997; Plancon et al., 2003). Binde- 
und Invasionsstudien mit an Latexkugeln gekoppelten YadApstb-Fragmenten 
zeigten erstmalig, dass der Einsatz von Latexkugeln auch für die Analyse trimerer 
verkürzter YadA-Kopf-Derivate geeignet ist und daher mit dieser Methodik 
ebenfalls die Adhäsion und Invasion komplexerer Adhäsine untersucht werden 
kann. Zudem verdeutlichten die Analysen in Übereinstimmung mit Roggenkamp 
et al. (2003), dass die Aminosäuren 26-253 des YadA-Proteins sowohl für die 
Adhäsion als auch die Einwanderung in HEp-2 Zellen ausreichend sind.  
Da die verkürzten Kopf-/Nackenderivate von YadApstb und YadApstbΔ53-83 
hinsichtlich der Adhäsion, Invasion und der EZM-Bindung das gleiche Verhalten 
gezeigt hatte wie die entsprechenden, auf den Bakterien exprimierten Proteine, 
wurden die löslichen YadA-Kopf-Derivate für Signaltransduktionsanalysen 
eingesetzt. Ein für die Invasion von Yersinien, S. pyogenes und S. aureus 
kritischen Faktor stellt die mit den zytoplasmatischen Anteilen der Integrine 
assoziierte Fokale Adhäsions Kinase dar (Parsons et al., 2000; Alrutz & Isberg, 
1998; Ozeri et al., 2001; Agerer et al., 2005). Bei der Infektion von HEp-2 Zellen 
mit YadApstbaa26-253 erfolgte eine zeitabhängige Aktivierung der FAK, die der 
einer Infektion mit YadApstb-exprimierenden Bakterien stark ähnelte. Der Vergleich 
der von YadApstbaa26-253 und YadApstbΔ53-83 aa26-253 induzierten Phos-
phorylierung der FAK deutet auf eine leicht verzögerte und etwas schwächere 
Aktivierung durch die Kopf-/Nackendomäne des invasionsdefizienten Protein-
derivates hin. Dies könnte einen ersten wichtigen Unterschied in der durch die 
beiden Proteinderivate ausgelösten Signaltransduktionskaskade darstellen. Da 
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eine Aktivierung der FAK auch allein durch die Bindung der Integrine an 
Komponenten der extrazellulären Matrix erfolgt (Hauck, 2002; Ilic et al., 2004), 
war zu erwarten, dass die Bindung der beiden YadA-Kopf-Derivate ebenso zu 
einer Tyrosinphosphorylierung der Kinase führt. Versuche mit dominant negativen 
FAK-Varianten und FAK-defizienten Fibroblasten zeigten jedoch bereits, dass 
dieses Signalmolekül für die YadA-vermittelte Internalisation von besonderer 
Bedeutung ist (Eitel et al., 2005). Die verzögerte Phosphorylierung durch 
YadApstbΔ53-83 aa26-253 könnte daher einen ersten Hinweis auf die Unterschie-
de der intrazellulären Signalkaskaden der Wirtszelle geben, die ursächlich für die 
verringerte Invasionsleistung sind. 
Analysen unserer Arbeitsgruppe ergaben, dass die FAK einen essentiellen Faktor 
für die Induktion der IL-8-Sekretion durch YadApstb darstellt. Von besonderer 
Bedeutung für die YadA-vermittelte IL-8-Sekretion sind des Weiteren die ERK 
p44/42 Kinasen. Sie werden durch die beiden verkürzten YadA-Kopf-Derivate 
gleichermaßen aktiviert, wie es bei einer Infektion mit YadApstb-exprimierenden 
Bakterien zu beobachten ist. Trotzdem waren YadApstbaa26-253 und YadApstbΔ53-
83 aa26-253 nicht in der Lage, die IL-8-Sekretion zu induzieren. Dies verdeutlicht, 
dass die Aktivierung der ERK p44/42 Kinasen allein nicht für die Induktion der IL-
8-Sekretion ausreichend ist. Möglicherweise ist ein Zusammenspiel mit den 
ebenfalls in die Induktion der IL-8-Sekretion involvierten JNK und p38 Kinasen 
erforderlich (Eitel et al., 2005). Für eine Beteiligung des JNK-Signalwegs spricht, 
dass dieser auch bei der durch das YopB-Protein der Yersinien induzierten IL-8-
Sekretion aktiviert wird (Viboud et al., 2003). Darüber hinaus sind offensichtlich 
entweder andere Domänen des YadA-Proteins oder weitere bakterielle Faktoren 
notwendig, um die Zytokinsynthese zu induzieren. Da sich das LPS der 
gramnegativen Bakterien stimulierend auf verschiedene Zellsignalwege auswirkt 
(Meng & Lowell, 1997; Backhed et al., 2003), kann postuliert werden, dass es 
somit auch für die IL-8-Synthese eine aktivierende Funktion hat. Untersuchungen 
am grampositiven Bakterium L. monocytogenes konnte jedoch demgegenüber 
zeigen, dass allein die Infektion mit löslichem InlB ausreicht, um die IL-8-
Ausschüttung zu stimulieren (Mansell et al., 2001).  
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Das afimbrilliäre Adhäsin YadA ist ein wichtiger Adhäsionsfaktor der enteropatho-
genen Bakterien Yersinia pseudotuberculosis und Yersinia enterocolitica. Es 
besitzt eine Vielzahl virulenzassoziierter Eigenschaften und trägt durch die 
Bindung an Proteine der extrazellulären Matrix (EZM) eukaryotischer Wirtszellen 
maßgeblich zur Etablierung einer Infektion bei. Obwohl die YadA-Proteine beider 
Yersinia spp. (YadApstb und YadA ) sehr homolog sind, vermittelt nur YadAent pstb 
eine effiziente Invasion in Epithelzellen. Ziel dieser Arbeit war es daher, die YadA-
Proteine hinsichtlich ihrer Virulenzeigenschaften zu vergleichen und sowohl 
bakterielle als auch zelluläre Determinanten zu identifizieren, die für die YadApstb-
vermittelte Invasion von Bedeutung sind. 
In der vorliegenden Arbeit konnte durch funktionelle und strukturelle Analysen der 
YadApstb- und YadAent-Proteine gezeigt werden, dass eine in der N-terminalen 
Kopfregion des YadApstb-Proteins lokalisierte Region von 31 Aminosäuren, die 
dem YadA -Protein fehlt, essentiell für die YadAent pstb-vermittelte Invasion ist. Die 
Deletion dieser Domäne in YadApstb (YadApstbΔ53-83) führt zu einem Verlust der 
Invasionsfähigkeit, während die adhäsiven Eigenschaften des Moleküls erhalten 
bleiben. Die Invasionsdomäne ist darüber hinaus für die aggregativen Eigen-
schaften und die Bindekapazität von YadA für Proteine der extrazellulären Matrix 
entscheidend. Ihr Fehlen in YadApstbΔ53-83 und YadAent bewirkt einen Verlust der 
Fähigkeit Auto- und Hämagglutination zu induzieren, vermittelt demgegenüber 
jedoch eine deutlich gesteigerte Bindung dieser YadA-Derivate an Kollagen und 
Laminin. YadApstb hingegen bindet hauptsächlich an Fibronektin, und es konnte 
nachgewiesen werden, dass die YadApstb-vermittelte Invasion nur auf Grundlage 
der Bindung an Fibronektin-gebundene α β5 1-Integrine erfolgen kann. Die 
Invasionsdefizienz der YadApstbΔ53-83- und YadAent-Proteine ist demnach auf ihr 
verändertes EZM-Bindeverhalten an Kollagen und Laminin zurückzuführen, da 
diese an αβ1-Integrine binden, die nach bisherigen Erkenntnissen keine 
funktionelle Bedeutung für den Invasionsprozess haben.  
Die Identifikation der YadApstb-Invasionsdomäne ermöglicht es, den Invasions- 
und Adhäsionsprozess deutlich voneinander abzugrenzen, so dass die 
Unterschiede der zu Grunde liegenden eukaryotischen Signaltransduktion 
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erstmalig untersucht werden können. Hierfür wurde in dieser Arbeit ein in vitro-
System etabliert, das es aufgrund der Verwendung löslicher YadA-Proteinderivate 
erlaubt, die Aktivierung der Signalmoleküle in der Wirtszelle unbeeinflusst von 
anderen bakteriellen Faktoren zu analysieren. Ein weiterer Vorteil dieses 
Testsystems besteht darin, dass der Einsatz löslicher Proteine die Aktivierung 
aller oberflächenexponierten Integrin-Rezeptoren ermöglicht und die dadurch 
verstärkte YadA-vermittelte Signaltransduktion leichter nachweisbar ist. Die 
Identifikation invasionsspezifischer Signalwege kann somit in Zukunft deutlich 
vereinfacht erfolgen. 
Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass die invasiven und aggregativen 
Eigenschaften des YadApstb-Proteins für die effiziente Besiedlung tiefer gelegener 
Gewebe und Organe während der Infektion von Bedeutung sind. Die 
unterschiedlichen Virulenzeigenschaften der YadApstb- und YadAent-Proteine 
könnten somit eine Erklärung dafür sein, dass sich Y. enterocolitica im Gegensatz 
zu Y. pseudotuberculosis viel stärker extrazellulär vermehrt. Welchen Stellenwert 
die Kollagenbindung für die Pathogenität und Virulenz enteropathogener 
Yersinien einnimmt, kann im Rahmen weiterführender Untersuchungen anhand 
einer in dieser Arbeit konstruierten YadA-Kollagenmutante (YadApstb / Δ53-83 
V133D, N134A) analysiert werden.  
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The afimbrial adhesin YadA is the major adhesion factor of the enteropathogenic 
bacteria Yersinia pseudotuberculosis and Yersinia enterocolitica. It has multiple 
virulence-associated properties and contributes to the establishment of an 
infection by promoting tight adherence to extracellular matrix (ECM) proteins of 
the host cell. Although the YadA proteins of both Yersinia spp. (YadApstb  and 
YadAent) are highly homologous, only YadApstb promotes efficient invasion into 
epithelial cells. The aim of this thesis was to compare the virulence properties of 
the YadA-proteins and to determine both bacterial and cellular factors involved in 
the YadApstb-mediated internalization. 
Functional and structural analyses of YadApstb and YadAent revealed that an 
unique N-terminal region of 31 amino acids of YadApstb, which is absent in 
YadAent, is crucial for the YadApstb-mediated invasion. A deletion of this domain in 
YadApstb (YadApstbΔ53-83) abrogates cell invasion, while the adhesion remains 
unaffected. The uptake domain also affects the aggregation behaviour and the 
specificity of extracellular matrix substrate binding of YadA. The loss of this motif 
in YadA Δ53-83 and YadApstb ent causes YadA variants, which are deficient in auto- 
and hemaggluttination but promote strong binding to collagen and laminin. 
YadApstb however exhibits a high binding efficiency for fibronectin and it could be 
demonstrated that the YadApstb-mediated invasion occurs only via fibronectin-
bound α -integrins. The invasion-defective phenotype of YadAβ5 1 pstbΔ53-83 and 
YadAent is therefore due to the changed ECM substrate binding of these proteins, 
because collagen and laminin bind to αβ1-integrins, for which so far no impact on 
the uptake process has been reported. 
The identification of the uptake domain dissects invasion from adhesion and 
allows for the first time the analyses of the differences in the host cell signalling 
during these processes. For this purpose an in vitro system was developed, in 
which the application of soluble YadA protein-variants facilitates a by other 
bacterial factors unaffected analyses. An additional advantage of this system is, 
that the use of soluble proteins permits the activation of all surface-exposed 
integrin receptors and potentiates the YadA-mediated signalling. Thus the 
identification of invasion-specific signalling pathways is simplified for future 
analyses. 
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Furthermore, it was demonstrated that the invasive and aggregative properties of 
YadApstb contribute to the efficient colonization of deeper tissues and organs 
during infection. Therefore the differences in the virulence properties of YadApstb 
and YadAent might be responsible for the stronger extracellular replication of Y. 
entero-colitica compared to Y. pseudotuberculosis. To clarify to what extent the 
collagen binding ability plays a crucial role for the pathogenicity and virulence of 
enteropathogenic Yersiniae, analyses concerning the infection process should be 
continued by using the constructed collagen-binding defective mutant 
(YadApstb / Δ53-83 V133D, N134A). 
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